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RESUMEN 
 
La línea promonocítica U937 ha sido utilizada como modelo in vitro para estudios 
de infección de patógenos intracelulares, fisiopatología del cáncer y procesos de 
diferenciación celular. En este proyecto se generó una línea de células U937 con 
expresión estable del represor de tetraciclina (U937-TR+) para utilizarla en un 
sistema de silenciamiento genético inducible mediado por miRNA. La generación 
de la línea U937-TR+ se logró mediante transfección por lipofectamina de la línea 
U937 con el plásmido pcDNA™6/TR (4 ug DNA:8 ul Lipofectamina) y el 
mantenimiento de las células transfectadas en medio selectivo (RPMI 
suplementado con SFB 10% y 5ug/ml de blasticidina). Se encontró que el tiempo 
de duplicación de la línea U937-TR+ es mayor (29,7 horas) que el de la línea U937 
(21,2 horas), pero no hubo diferencias significativas en el porcentaje de 
diferenciación a macrófagos en respuesta a PMA (50 ng/ml, 5 días de incubación) 
entre ambas líneas. Para evaluar su utilidad en un sistema de silenciamiento 
inducible, las células U937-TR+ se transfectaron con un constructo inducible que 
codificaba de manera cocistrónica para la proteína EmGFP y un miRNA no 
relevante, cuya expresión era controlada por el promotor CMV y la región 
operadora de unión del represor; en presencia de tetraciclina (1ug/ml), hubo 
expresión de EmGFP, aunque la eficiencia de la transfección fue menor del 1%. 
La línea U937-TR+ es la base para implementar un modelo in vitro que permitirá 
identificar y caracterizar sistemáticamente los genes del macrófago necesarios 
para que se produzca la infección y supervivencia de parásitos del género 
Leishmania. 
 
 
Palabras clave: U937, represor de tetraciclina, silenciamiento genético inducible, 
macrófagos, PMA. 
 
ABSTRACT 
 
U937 promonocytic cell line has been used as in vitro model to study intracellular 
pathogen infection, cancer physiopathology and cell differentiation events. In this 
study, U937 cell line with stable expression of tetracycline repressor (U937-TR+) 
was generated, in order to be used during the implementation of a miRNA-
mediated inducible gene silencing model. U937-TR+ cells were generated by 
cationic lipid transfection of U937 cells with pcDNA™6/TR plasmid (4ug DNA, 8 ul 
Lipofectamine) and cell culture in selective media (RPMI supplemented with 10% 
FBS and 5 ug/ml blasticidine). U937-TR+ cell duplication time is greater (29,7 
hours) than U937 (21,2 hours); however, there was no statistically significant 
differences in terms of macrophage differentiation percentage in response to 
phorbol ester stimuli (50 ng/ml PMA) between both cell lines (1,25 * 105 cells/ml, 5 
days of incubation). In order to evaluate U937-TR+ usefulness in an inducible gene 
expression model, these cells were transfected with an inducible expression 
construct that encodes for EmGFP and non-relevant miRNA sequences under 
CMV promoter and tetracycline operator control element. After tetracycline addition 
(1ug/ml), transfected U937-TR+ cells expressed EmGFP, but transfection 
efficiency was low (< 1%). U937-TR+ cell line is the first step to build an in vitro 
model for the systematic identification and characterization of macrophage genes 
that are required for Leishmania parasite infection and intracellular development.  
  
 
Keywords: U937, tetracycline repressor, inducible gene silencing, macrophages, 
PMA. 
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GENERACIÓN DE UNA LÍNEA DE MACRÓFAGOS CON EXPRESIÓN DEL 
REPRESOR DE TETRACICLINA PARA SU IMPLEMENTACIÓN EN UN 
MODELO DE SILENCIAMIENTO GENÉTICO INDUCIBLE 
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
 
Los monocitos y macrófagos, clasificados dentro del linaje del sistema fagocítico 
mononuclear, son células que muestran una gran complejidad en términos de 
variabilidad fenotípica y funcional, características que los hacen unos de los tipos 
celulares más versátiles del organismo, pero a la vez, dificultan su estudio y 
análisis, especialmente cuando estos mediadores celulares en la respuesta 
inmune innata de los mamíferos son los blancos de los agentes infecciosos. La 
dificultad de obtención y mantenimiento de monocitos y macrófagos aislados de 
sangre periférica en cultivo, ha generado la necesidad de trabajar con líneas 
celulares que reflejen lo más exactamente posible el comportamiento de las 
células in vivo. Entre las líneas celulares mejor caracterizadas se encuentra la 
línea promonocítica humana U-937, la cual se ha utilizado en varias oportunidades 
como modelo para la reproducción in vitro de procesos celulares relacionados con 
el cáncer y la invasión de macrófagos por parte de virus, bacterias y parásitos 
intracelulares.  
 
 
Por otra parte, las técnicas de biología molecular se han convertido en 
herramientas clave en el estudio de los diferentes procesos celulares. Entre ellas, 
el silenciamiento genético por medio de técnicas basadas en el RNA de 
interferencia (iRNA), ha demostrado ser de gran utilidad en el estudio de  los 
mecanismos que gobiernan el funcionamiento de diferentes tipos celulares en el 
contexto de la salud y la enfermedad, ya que ahora es posible establecer la 
función específica de genes determinados de una manera más simple. 
Adicionalmente, el diseño de sistemas de silenciamiento genético inducibles que 
pueden ser introducidos mediante técnicas experimentales en células de interés, 
permite un mayor nivel de control sobre la expresión del gen en estudio. Uno de 
estos sistemas de regulación genética experimental en células eucariotas está 
basado en  los componentes del mecanismo de resistencia de la bacteria 
Escherichia coli al antibiótico tetraciclina, el cual está regulado por una proteína 
represora o TR (Tetracycline repressor).   
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El objetivo principal de este proyecto fue el de obtener una línea celular de 
macrófagos U-937 con expresión estable del represor de tetraciclina (U937-TR+), 
como primera etapa para el establecimiento de un sistema de silenciamiento 
genético inducible. Esta línea celular es la base para la implementación de un 
modelo in vitro que permitirá la identificación y caracterización sistemática de los 
genes de la célula hospedera necesarios para que se produzca la infección y 
supervivencia de diferentes especies de parásitos del género Leishmania. El 
modelo se basa en la propiedad del silenciamiento genético inducible mediado 
por miRNA y requiere de la generación de constructos de silenciamiento que serán 
transfectados en las células U937-TR+, cuya expresión será regulada por la 
adición de tetraciclina al medio de cultivo. La estandarización de las metodologías 
y la implementación de este modelo contribuirá, en un futuro, a la caracterización 
celular y molecular de las interacciones entre patógenos intracelulares y el 
macrófago como célula hospedera. De igual modo, la generación de la línea 
celular U937-TR+, permitirá estudiar la función de los genes implicados en los 
procesos de replicación y diferenciación de los monocitos de esta línea celular. 
 
 
La generación de la línea celular U937-TR+ se logró mediante la transfección de la 
línea promonocítica U-937 con el plásmido pcDNA™6/TR por medio del método 
de lípidos catiónicos, y el mantenimiento de las células transfectadas en medio 
selectivo con una dosis de 5ug/ml de blasticidina. Una vez se obtuvo una línea de 
monocitos U937-TR+, se caracterizó su comportamiento en términos de cinética 
de crecimiento y condiciones de diferenciación, en comparación con la línea U-937 
original; se encontró que la línea transfectada mostraba tiempos de duplicación 
mayores, pero no hubo diferencias significativas en los porcentajes de 
diferenciación bajo las mismas condiciones entre ambas líneas. Posteriormente, 
se evaluó la capacidad de las células U937-TR+ para ser utilizadas en un sistema 
de silenciamiento inducible, mediante la expresión controlada de la proteína 
EmGFP, según la presencia o ausencia del antibiótico tetraciclina (1ug/ml) en el 
medio. Para ello, las células TR+ fueron sometidas a una nueva transfección, esta 
vez con un vector de expresión que contenía la región operadora a la cual se une 
el TR, y las secuencias que codifican de manera cocistrónica para la proteína 
EmGFP y un miRNA no relevante.  
 
 
El próximo paso en la implementación del modelo es evaluar la utilidad de las 
células U937-TR+ para permitir la infección y supervivencia de los parásitos de 
Leishmania spp y el silenciamiento de genes específicos  del macrófago para 
establecer cuáles de ellos son necesarios para el proceso de infección de los 
parásitos. En etapas posteriores de la implementación del modelo, es 
recomendable utilizar un mecanismo diferente de introducción de los constructos 
en las células (por ejemplo, sistemas lentivirales), ya que el método de 
transfección de células en suspensión mostró una eficiencia muy baja y requirió de 
12 
 
gran cantidad de tiempo para obtener la población celular con la expresión de la 
característica deseada. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Establecer una línea celular de macrófagos con expresión constitutiva del represor 
de tetraciclina para su implementación en un modelo de silenciamiento genético 
inducible. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Generar una línea celular derivada de la línea U-937 con expresión 
constitutiva del represor de tetraciclina. 
 
2. Caracterizar las condiciones de diferenciación a macrófagos de la línea 
celular generada y de la parental U-937. 
 
3. Evaluar funcionalmente la expresión de un constructo genético de 
silenciamiento regulado por el represor de tetraciclina. 
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3. MARCO TEÓRICO 
 
 
Los neutrófilos, los macrófagos y las células dendríticas son los tipos celulares que 
participan en mayor medida en el desarrollo de la respuesta inmune innata en los 
mamíferos. Al igual que otros componentes del sistema inmune, los monocitos y 
macrófagos se derivan de células madre residentes en la médula ósea que 
producen células progenitoras y cuya diferenciación resulta en la generación de 
células maduras con funciones efectoras definidas. 
 
 
3.1. MONOCITOS Y MACRÓFAGOS 
 
 
Los monocitos constituyen entre el 5 y 10% de los leucocitos circulantes en los 
seres humanos y al igual que las demás células del sistema fagocítico 
mononuclear, se caracterizan por la heterogeneidad fenotípica y su capacidad de 
adaptación en respuesta a los cambios microambientales (Gordon, 2007). Los 
procesos de diferenciación de los monocitos dan origen a macrófagos tisulares, 
células dendríticas y osteoclastos; sin embargo, aún no se conocen 
detalladamente las vías de señalización, desarrollo y diferenciación de los 
monocitos in vivo, responsables de la variabilidad de tipos celulares originados. 
Entre otras funciones, los monocitos contribuyen a la defensa del hospedero y a la 
remodelación y reparación de los tejidos (Gordon and Taylor 2005). 
 
 
Las subpoblaciones de monocitos muestran diferencias en tamaño, morfología y 
granularidad citoplasmática, así como también patrones variables de expresión de 
moléculas de superficie (receptores scavenger, moléculas de adhesión, además 
de receptores para inmunoglobulinas y quimoquinas). En humanos, los monocitos 
circulantes tienen una vida media de tres días y se clasifican en dos poblaciones 
según si expresan (high) o no (-) las moléculas de superficie CD14 (componente del 
complejo de receptor de lipopolisacárido) y CD16 (FcRIII) (Passlick et. al., 1989; 
Gordon and Taylor 2005; Serbina et. al., 2008). 
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Por su parte, el término macrófago fue utilizado por primera vez por Elie 
Metchnikoff en 1893 para describir un tipo de célula presente en organismos 
vertebrados e invertebrados con la capacidad de fagocitar microorganismos. En el 
año de 1924, Asschoff clasificó los macrófagos dentro del sistema 
retículoendotelial, en el cual incluyó además células reticulares, endoteliales, 
fibroblastos y monocitos. Posteriormente, los monocitos, macrófagos y células 
dendríticas fueron agrupados dentro del sistema fagocítico mononuclear, cuando 
se descubrió que estos tipos celulares tenían origen en precursores de la médula 
ósea (Sasmono and Hume, 2004). Sin embargo, esta clasificación ha sido 
discutida recientemente, debido a los hallazgos en las investigaciones que buscan 
determinar el origen de los macrófagos fetales y definir claramente cuáles son los 
precursores comunes entre macrófagos y linfocitos (Lichanska et.al., 2000; 
Gordon and Taylor, 2005). Los macrófagos juegan un papel muy importante en el 
desarrollo de la respuesta inmune en mamíferos; entre las funciones de defensa 
que llevan a cabo está la fagocitosis de agentes infecciosos como parásitos y 
bacterias, la regulación de la activación y proliferación de linfocitos, así como la 
mediación en los procesos inflamatorios (Elhelu, 1983). 
 
A nivel morfológico y fisiológico, los macrófagos comparten varias características 
con otras células del sistema fagocítico mononuclear tales como la actividad 
endocítica, la expresión de esterasas no específicas e hidrolasas lisosomales, la 
capacidad de fagocitar de manera no específica partículas de látex o carbón 
coloidal y la presencia de receptores para la fracción cristalizable (Fc) de las 
inmunoglobulinas y de ciertos factores del sistema del complemento (Hume, 
2006). 
 
 
3.1.1. Diferenciación y activación de macrófagos in vivo 
 
El proceso de formación de macrófagos y células dendríticas en el humano adulto 
se inicia con la diferenciación de células madre hematopoyéticas pluripotenciales 
residentes en la médula ósea que dan origen a células progenitoras del linaje 
fagocítico mononuclear. El proceso de diferenciación continúa en la médula ósea, 
donde los progenitores alcanzan progresivamente los estados de monoblastos, 
promonocitos y monocitos (Droin et. al., 2008) Tradicionalmente, se ha 
considerado que los monoblastos son las células con mayor actividad mitótica en 
el linaje, mientras que la división de promonocitos y la proliferación local de 
macrófagos maduros son mecanismos de menor importancia para el 
mantenimiento del número de macrófagos tisulares residentes (Hume et. al., 
2002). Sin embargo, estudios recientes han mostrado evidencia de que los 
macrófagos tisulares pueden derivarse de la proliferación local más que de los 
monocitos periféricos reclutados (Wijffels et. al., 1994; Merad et. al., 2002, en 
Gordon and Taylor, 2005). 
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Los monocitos abandonan la médula ósea, entran en la circulación sanguínea y 
llegan a los tejidos donde continúan su proceso de maduración hasta dar origen a 
macrófagos, células dendríticas y osteoclastos (Goldsby et. al., 2003). Existe una 
gran diversidad de factores que condicionan la diferenciación de los monocitos en 
macrófagos o células dendríticas. El papel principal se ha atribuido a citoquinas de 
la familia de glicoproteínas CSF (Colony Stimulating Factors), las cuales estimulan 
el crecimiento y la diferenciación de las células del linaje hematopoyético. Estudios 
in vitro en líneas celulares como THP-1 y U-937 y monocitos aislados de sangre 
periférica han demostrado que la diferenciación de monocitos a macrófagos 
funcionales se produce en respuesta al estímulo por M-CSF (Macrophage-CSF o 
CSF-1) o GM-CSF e IL-4 (granulocyte–macrophage CSF) (Droin et. al., 2008, 
Bender et. al., 2004, Chomarat et. al., 2000). 
 
Durante la diferenciación de monocitos a macrófagos se ha descrito el aumento de 
la expresión de genes relacionados con la regulación de la respuesta inmune, el 
metabolismo de lípidos, ácidos grasos y esteroides, la adhesión celular, el 
metabolismo de carbohidratos y aminoácidos y la endocitosis; por otra parte se ha 
descrito la disminución global en la expresión de varios factores de transcripción 
(Martinez et. al., 2006), aunque factores como C/EBP (CCAAT/enhancer binding 
protein alpha) e IRF-7 (Interferon Regulatory Factor 7) aumentan su nivel de 
expresión durante el proceso de diferenciación (Lu and Pitha, 2001, Liu et. al., 
2008). Otros mecanismos que pueden participar en la diferenciación de los 
monocitos son la activación de caspasas 8, 9 y 3 en monocitos estimulados con 
M-CSF (Bender et. al., 2004, Droin et. al., 2008), la presencia de IL-6, la cual 
polariza la diferenciación de monocitos a favor de los macrófagos en vez de 
células dendríticas (Chomarat et. al., 2000) , y la activación de TLRs (Toll-like 
receptors) y la expresión de DC-SIGN (dendritic cell–specific ICAM-grabbing 
nonintegrin) hecho que ha sido relacionado con la diferenciación de monocitos en 
macrófagos fagocíticos y de actividad antimicrobiana (Krutzik et. al., 2005).  
 
La población de monocitos CD14highCD16high expresa mayor cantidad de 
moléculas MHCII (Major Histocompatibility Complex Class II) y CD32 (conocido 
también como FcRII), lo que los hace similares a los macrófagos tisulares 
maduros (Ziegler-Heitbrock et. al., 1993); por otra parte, el número de monocitos 
CD14lowCD16high se incrementa durante las infecciones. Los monocitos 
CD14lowCD16high producen niveles altos de factor de TNF (Tumor Necrosis Factor) 
y bajos niveles de IL-10 cuando son activados por agonistas de los TLR (Toll-like 
Receptor), por lo cual se denominan monocitos proinflamatorios (Serbina et. al., 
2008). Sin embargo, no se ha aclarado qué papel juega la heterogeneidad de las 
poblaciones de monocitos en la generación de las diferentes poblaciones de 
macrófagos o cuáles son las características de los precursores circulantes que 
dan origen específicamente a macrófagos, células dendríticas u osteoclastos 
(Gordon and Taylor, 2005; Mosser and Edwards, 2008). 
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Una vez diferenciados, los macrófagos son activados por una variedad de 
estímulos en el curso de la respuesta inmune, comenzando por la fagocitosis de 
antígenos particulados; sin embargo, la activación de los macrófagos se sostiene 
gracias a citoquinas secretadas por células Thelper activadas, principalmente IFNγ 
(interferón gamma), por mediadores de la respuesta inflamatoria y por 
componentes de la pared celular bacteriana, principalmente LPS 
(lipopolisacáridos) (Goldsby et. al., 2003). 
 
 
3.1.2. Activación de macrófagos in vitro 
 
Se han descrito varias vías de activación in vitro para los macrófagos, que difieren 
tanto por el estímulo inductor como por la actividad originada en la célula. La vía 
de activación clásica puede ser inducida por el cultivo de macrófagos en presencia 
de IFN y LPS, o citoquinas como GM-CSF, lo que genera la producción de IL-12, 
IL-13, ROS (Reactive Oxygen Species) y NRI (Nitrogen Reactive Intermediates); 
esta vía se asocia con actividad antimicrobiana, producción de citoquinas 
proinflamatorias (IL-1, TNF, IL-6) e inmunidad celular (Gordon, 2003; Ricardo et. 
al., 2008). En algunos casos, la necesidad de la señal conjunta proporcionada por 
IFN y LPS para la activación de esta población de macrófagos, puede ser obviada 
por algunos agonistas de los TLR (Toll-like receptor) que son capaces de inducir la 
producción tanto de TNF como IFNβ (Mosser and Edwards, 2008). 
 
Por otra parte, la vía alterna de activación se produce en macrófagos cultivados en 
presencia de IL-4 o IL-13, complejos inmunes, o vitamina D3, entre otros y origina 
aumento en los niveles de expresión de receptores scavenger y receptores de 
manosa y galactosa; esta vía está asociada con la reparación tisular y el desarrollo 
de respuesta inmune humoral (Baetselier et. al., 2001; Edwards et. al., 2006; 
Martinez et al. 2006). Algunos autores reconocen una vía de activación innata, que 
se produce por la unión de ligando a los receptores Toll-like (TLR) y, al igual que la 
vía clásica, se relaciona con actividad antimicrobiana y producción de citoquinas 
proinflamatorias (Serbina et. al, 2008).  
 
La desactivación de los macrófagos en cultivo puede darse en presencia de 
citoquinas como IL-10 o TGF-, o por la unión de ligandos a receptores inhibitorios 
como CD200 o CD172a; la desactivación está asociada con la producción de 
citoquinas antiinflamatorias y reducción en la expresión de moléculas MHC-II 
(Gordon and Taylor, 2005; Ricardo et. al., 2008). 
 
El perfil fagocítico y secretorio de los macrófagos puede ser modificado 
adicionalmente por muchas otras señales provenientes tanto de las mismas 
células como de los patógenos (Mantovani et.al., 2005; Martinez et. al., 2008; 
Mosser, 2003). Desde el descubrimiento del proceso de activación y su 
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heterogeneidad se han propuesto varios esquemas de clasificación; uno de los 
más recientes define los macrófagos activados por la vía clásica como M1 y los 
que son activados por las otras vías se clasifican como M2 a-c (Tabla 1) (Martinez 
et.al., 2008; Roberto et. al., 2008; Martínez et.al., 2009). Sin embargo, en 
condiciones in vivo, la cantidad de estímulos a los que pueden estar expuestos los 
macrófagos en un tejido inflamado conducen a la expresión de fenotipos 
complejos (Gordon and Taylor, 2005). De acuerdo con este punto de vista, se ha 
propuesto un sistema de clasificación basado en un espectro continuo y que ubica 
las poblaciones de macrófagos de acuerdo a su función; en este contexto, se 
describe una población de macrófagos reguladores, con actividad antiinflamatoria 
y caracterizada por la producción de IL-10 (Mosser and Edwards, 2008). 
 
Tabla 1. Clasificación de los macrófagos de acuerdo con su vía de activación 
y perfil fenotípico 1 
 
Fenotipo de 
macrófagos 
Estado de 
activación 
Estímulo 
Función 
fenotípica 
Perfil de citoquinas e 
inflamación 
Marcadores 
únicos de 
superficie 
M1 Clásica 
IFN-gamma + 
LPS, TNF, GM-
CSF, ligando 
del TLR/IL-1R 
Proinflamatoria 
Respuesta Th1 
IL-1, IL-12, IL-15, IL-
18, IL-23, TNF-alfa, IL-
6, MCP-1, CCL2, 
CCL3, CCL4, 
CCL20/MIP-3ª, ROS, 
NO, iNOS, NOS2 
CD86, CD80, MHC 
clase IIhi, 
IL-1R, IL-
12hi, IL-
23hi, IL-
10lo 
M2 
Activación 
alterna 
(polarización 
M2a) 
IL-4 o IL-13 
Respuesta Th2, 
inflamación tipo II 
Fibronectina, BIG-H3, 
arginasa-1, TFN-alfa, 
IL-6, IGF, 
CCL13/MCP-4, 
CCL22, CCL18, 
integrinas beta 2. 
Receptor de 
manosa, 
receptores 
scavenger, MHC 
clase IIhi, decoy IL-
1R11, FIZZ/Ym-1 
Activación 
tipo II 
(polarización 
M2b) 
Complejos 
inmunes + 
ligandos de 
TLR/IL-1R 
Regulación de la 
respuesta 
inmune, 
activación Th2 
IL-10, TNF-alfa, IL-1, 
IL-6, IL-12, SPHK1, 
CCL1 
CD86, MHC clase 
IIhi, IL-10hi, IL-12lo 
Desactivación 
(M2c) 
IL-10, TGF-
beta, 
glucocorticoides 
Inmunosupresión, 
remodelación de 
la matriz, 
reparación tisular 
IL-10, IL-β, IL-6, TGF-
beta, proteínas ECM, 
CCL16, CCL18, 
arginasa-1 
SLAM (CD150), 
receptor de 
manosa, MHC 
clase IIlo 
 
BIG-H3: dominio fasciclina de la proteína 4, MIP: proteína inflamatoria de 
macrófagos, SLAM: Molécula de activación de la señal linfocitaria, SPHK1: 
quinasa 1 de esfingosina. Tabla adaptada de Ricardo et. al., 2008. 
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3.2.2. La línea celular promonocítica U-937 como modelo en el estudio de 
los macrófagos  
 
La línea U-937 fue la primera línea celular de naturaleza monocítica en ser 
caracterizada; fue derivada a partir de células cancerosas obtenidas de la efusión 
pleural de un paciente con linfoma histiocítico en 1974 (Sundstrom and Nilsson 
1976); sin embargo, éstas células poseen características morfológicas e 
inmunohistoquímicas que las definen como monocitos (Drexler, 2002, Harris and 
Ralph, 1985). Cuando las células de la línea U-937 son inducidas a diferenciación 
en un medio con presencia de factores asociados a linfocitos activados, sufren una 
serie de cambios morfológicos y funcionales tales como aumento de tamaño, 
aparición de lóbulos en el núcleo y proyecciones citoplasmáticas, mayor número 
de lisosomas y fagosomas, mayor expresión de receptores Fc en su superficie y 
capacidad de adherencia (Larrick et. al., 1980, Harris and Ralph, 1985). Gracias a 
estos cambios, las células son capaces de responder a diferentes clases de 
quimoquinas, producir radicales superóxido, aumentar la liberación de enzimas 
lisosomales y su actividad fagocítica y realizar citólisis dependiente de 
anticuerpos, características propias de los macrófagos. Entre los principales 
agentes inductores de diferenciación de las células U-937 se cuentan los 
sobrenadantes de cultivos mixtos de linfocitos humanos, ésteres de forbol (Kiley 
et. al., 1997; Kitamura et. al., 2004; Goel et al. 2007; Maia et. al., 2007; Baek, 
et.al., 2009; Sintiprungrat et. al., 2010), vitamina D3 (Spittler et. al., 1997; Gingras 
& Margolin, 2000; Baek, et.al., 2009), ácido retinoico (Jiang et. al., 2003) y 
forskolina (Brodsky et. al. 1998).  
 
En varias oportunidades se ha demostrado la capacidad de las células U-937 
diferenciadas para permitir exitosamente la infección con diferentes especies de 
microorganismos y virus que invaden células del sistema fagocítico mononuclear, 
tales como Leishmania infantum (Puentes et. al., 2000; Maia et. al., 2007), L. 
amazonensis, L. donovani, L. major (Misra et. al., 2005), L. braziliensis (Reyes P, 
1992), T. rangeli (Osorio et.al., 1995), Mycobacterium bovis (Amadori et. al., 2006),  
M. tuberculosis (Samuel et. al., 2006) y el virus HIV-1 (Olivares et. al., 2009). De 
igual forma, se han utilizado como modelo en el estudio de la función de 
oncogenes por medio de técnicas de silenciamiento genético (Hakansson, 2004). 
3.3. EL REPRESOR DE TETRACICLINA 
 
Las tetraciclinas son antibióticos de amplio espectro frecuentemente utilizados 
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas; actúan mediante su unión a la 
subunidad pequeña de los ribosomas de las bacterias, de manera tal que impiden 
la elongación del polipéptido (Chopra and Roberts, 2001). El mecanismo de 
resistencia más común en bacterias Gram-negativas es el transporte activo de 
este tipo de antibióticos hacia el exterior de la célula por medio de la proteína 
transportadora TetA; este mecanismo está regulado a nivel transcripcional por el 
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represor de tetraciclina (TetR), el cual es una proteína homodimérica que en 
ausencia de tetraciclinas, se une fuertemente a dos secuencias operadoras 
palindrómicas (tetO) por medio de un motivo hélice-giro-hélice,  bloqueando la 
expresión de los genes tetA y tetR. Sin embargo, en presencia de tetraciclinas, 
TetR se une al antibiótico y sufre un cambio de conformación que le impide 
continuar unido a la secuencia operadora, por lo cual se libera y permite la 
transcripción de tetA (Aleksandrov et. al., 2008). 
 
La caracterización genética detallada de este mecanismo de regulación ha 
permitido su utilización en diferentes sistemas de expresión condicionada de 
genes en células eucariotas  (Berens and Hillen, 2003). Las características del 
sistema que facilitan esta aplicación son la alta afinidad de TetR por sus 
secuencias operadoras (Ka=1011 M−1) (Lederer et. al., 1995) y la capacidad de la 
tetraciclina de difundirse a través de las membranas biológicas  (Ramos et. al., 
2005). Sin embargo, este sistema no es muy eficiente en células de mamíferos, 
por lo cual se han diseñado constructos que fusionan algunos de sus 
componentes con dominios reguladores propios de eucariotas, logrando la 
expresión en estos tipos celulares y facilitando el estudio de varios procesos 
biológicos, entre ellos, la regulación genética del cáncer (Felscher and Bishop, 
1999; Fischer et. al., 2001; Hakansson, 2004).  
 
El sistema de regulación inducible por tetraciclina utilizado en este proyecto, 
consta de dos componentes, el primero de los cuales es un vector regulador que 
contiene el gen tetR que codifica para una proteína represora regulada por 
tetraciclina (TR) y cuya traducción está controlada por el promotor del 
citomegalovirus humano (CMV). El segundo componente es un constructo que 
contiene dos copias de la secuencia operadora 2 de tetraciclina (TetO2), también 
bajo el control del promotor CMV. En ausencia de tetraciclina, el TR forma un 
homodímero que se une con alta afinidad a cada una de las secuencias TetO2  en 
el promotor del vector de expresión inducible. Esta unión de TR a las dos regiones 
operadoras ocasiona la represión de la transcripción del gen de interés. Por el 
contrario, en presencia del antibiótico, la tetraciclina se une al TR con mayor 
afinidad, causando un cambio de conformación en el represor que le impide unirse 
a las regiones TetO2  y  permite de esta forma la transcripción del gen de interés 
(Fig. 1) (Invitrogen, 2007).  
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Figura 1 
Figura 1. Funcionamiento del sistema de regulación genética inducible por 
tetraciclina. A.  Regulación de la expresión de un gen en ausencia y presencia de 
tetraciclina. PCMV: Promotor citomegalovirus humano, TetR: Represor de 
tetraciclina, TetO2: Región operadora, tet: Tetraciclina. 
 A. Tomado de INVITROGEN. BLOCK-iT™ Inducible Pol II miR RNAi Expression 
Vector Kit with EmGFP. User Manual. p.15. 
 
3.4. SILENCIAMIENTO GENÉTICO: RNA DE INTERFERENCIA 
 
La vía de RNA de interferencia (RNAi) es un mecanismo de regulación genética en 
organismos eucariotas, que se basa en el silenciamiento de genes mediante 
procesos mediados por moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA)  que activan 
la degradación de transcriptos homólogos, reduciendo la expresión de un gen 
específico. El silenciamiento está guiado por pequeños fragmentos de RNA de 20 
a 26 nucleótidos, los cuales tienen diferentes características y reciben diferentes 
nombres de acuerdo con sus procesos de generación y los eventos en los cuales 
participan. Hasta el momento, se han descrito tres clases de RNA pequeños que 
tienen funciones en el silenciamiento. 
 
Sin 
tetraciclina  
Con 
tetraciclina  
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 Small interfering RNA (siRNA): Son RNAs de doble cadena derivados del 
clivaje de dsRNA más largos de origen endógeno o exógeno. Los siRNA guían 
la degradación de mRNA blancos mediante el apareamiento de bases con 
secuencias complementarias (Elbashir et. al., 2001). 
 
 Small heterochromatic RNA: Se derivan de transcriptos de dsRNA que 
representan regiones de heterocromatina en los cromosomas; su estructura es 
similar a la de los siRNA (Reinhart and Bartel, 2002). 
 
 MicroRNA (miRNA): Son fragmentos de RNA de cadena sencilla, originados a 
partir del procesamiento de dsRNA de aproximadamente 70 nucleótidos con 
estructura en “hairpin” (Pasquinelli, 2002). Estos RNA están presentes en 
intrones de genes codificantes e intrones y exones de transcriptos no 
codificantes. La generación de miRNA maduros comienza con la transcripción 
mediada por la RNA polimerasa II de un transcripto primario largo (pri miRNA) 
que contiene la estructura en “hairpin”. Este pri miRNA es procesado en el 
núcleo para generar un intermediario en forma de lazo de aproximadamente 70 
nucleótidos; el procesamiento es catalizado por un complejo formado por una 
ribonucleasa (Drosha) y una proteína de unión a DNA denominada DGCR8 en 
humanos. El pre miRNA es exportado fuera del núcleo por la proteína 
Exportina 5 y sufre un procesamiento adicional por una ribonucleasa 
citoplasmática de tipo III denominada Dicer, lo que origina un miRNA maduro 
de entre 20 y 25 nucleótidos. El miRNA es entonces procesado en un complejo 
de silenciamiento denominado RISC (RNA-induced silencing complex), en el 
cual, una de las hebras es degradada y la otra es direccionada hacia el mRNA 
por mecanismos aún desconocidos. Si la hebra del miRNA muestra 
complementaridad absoluta con el mRNA, se produce la degradación de éste 
último; si la complementaridad no es absoluta, se produce una represión 
traduccional del gen codificado por el mRNA (Pasquinelli 2002; Saxena et. al., 
2003; Bartel et. al., 2004; Berkhout and Jeang, 2007). 
 
Es posible introducir RNA pequeños complementarios a un mRNA de manera 
artificial en células receptoras; si estas células cuentan con la maquinaria 
enzimática necesaria para el procesamiento de los RNA pequeños, se puede 
producir el silenciamiento de un gen de interés. Esta capacidad se ha utilizado 
como una herramienta valiosa en el estudio de la función de genes específicos en 
células eucariotas (Paddinson, 2008; Yang y Mattes, 2008).  
 
Hasta su caracterización, la mejor forma de identificar la función de un gen 
correspondía a la generación de mutantes con la inactivación del gen mediante 
procedimientos extremadamente exigentes en términos de tiempo y esfuerzo. Hoy 
en día, la tecnología de RNA de interferencia ha simplificado los procesos de 
tamizaje genético en los modelos de estudio que presentan este mecanismo de 
regulación de expresión génica. Sin embargo, aún existen limitaciones en el uso 
de esta tecnología en casos como el del estudio de la expresión génica en 
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tripanosomátidos, ya que en este grupo de protozoarios, los mecanismos de RNAi 
no son universales (Ullu et. al., 2004, Smith et. al., 2007, Mundodi et. al. 2005; 
Chen et. al., 2000).  
 
Por otra parte, la técnica de RNAi se ha utilizado en el silenciamiento de genes en 
macrófagos derivados de líneas celulares, que buscan establecer la función de 
genes propios de este tipo celular que puedan estar involucrados en procesos de 
infección por protozoarios como Leishmania spp. (Flandin et. al., 2006, 
Bhattacharyya et. al., 2008), o en modelos que buscan estudiar la función de 
oncogenes (Hakansson, 2004). 
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4. METODOLOGÍA 
 
4.1. DESARROLLO DE OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Objetivo 1. Generar una línea celular derivada de la línea U-937 con 
expresión constitutiva del represor de tetraciclina. 
4.1.1.  Cultivo in vitro de células U-937 
Se utilizó la línea celular promonocítica U-937 comercializada por la American 
Type Culture Collection (ATCC) (Sundstrom and Nilsson, 1976). Las células se 
propagaron en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% 
(v/v) y los cultivos se mantuvieron a 37°C y atmósfera al 5% de CO2. Bajo estas 
condiciones, las células crecen en suspensión. La viabilidad de las células se 
determinó por medio del método de exclusión del colorante azul de tripán al 0,4%. 
Se registró el número total de células y el número de células no viables (color 
azul), para calcular así el porcentaje de viabilidad [100 - (# células no viables/ml/ # 
total de células/ml *100)]. Para todos los experimentos, se utilizaron cultivos con 
más del 90% de viabilidad. Los datos de cinética de crecimiento para las células 
U937 y U937 transfectadas fueron utilizados para calcular el tiempo de duplicación 
del cultivo con base en las fórmulas: # duplicaciones = (log # final de células – log 
# inicial de células) * 3,32 y Tiempo de duplicación = 1/# duplicaciones/# días 
(Davis, 1994). 
 
4.1.2. Generación de la línea celular con expresión del represor de 
tetraciclina 
Las células U-937 fueron transfectadas con constructos que permitieron, en 
primera instancia, la expresión del TR en la línea celular U-937, y en segundo 
lugar, la regulación de la expresión de secuencias de interés en respuesta a la 
presencia o ausencia de tetraciclina. En este caso, las secuencias con expresión 
inducible correspondieron a aquellas que codifican para la proteína EmGFP 
(Emerald Green Fluorescent Protein), contenida en el plásmido pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-miR-neg Control Plasmid. Este plásmido también codifica para un 
miRNA no relevante, es decir, que no tiene homología con ninguna secuencia 
conocida del mRNA de eucariotas, que se expresa de manera cocistrónica con la 
secuencia codificante de la proteína EmGFP. 
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 Plásmidos 
 Contenido de plásmidos del kit. 
Para la obtención de las células con expresión del represor de tetraciclina y los 
constructos de silenciamiento, se transfectaron las células U-937 con los 
plásmidos contenidos en el kit: “BLOCK-iT™ Inducible Pol II miR RNAi 
Expression Vector Kit with EmGFP” desarrollado por Invitrogen (Tabla 2). 
 
 
Tabla 2. Características de los plásmidos del kit  BLOCK iT™ Inducible Pol II miR 
RNAi Expression Vector Kit with EmGFP, utilizados en el proyecto 1 
Nombre 
Tamaño 
(pb) 
Función 
Bacterias 
compatibles / 
Marcador de 
selección  
Marcador de 
selección en 
células 
transfectadas  
pcDNA™6/TR  6662 
Vector que expresa el represor TR, bajo el control 
del promotor del citomegalovirus humano (CMV) 
E. coli One Shot® 
TOP10F / Ampicilina 
 
Blasticidina 
pcDNA™6.2-
GW/ EmGFP-
miR 
5699 
Plásmido de expresión temporal. En este 
plásmido se insertan los oligonucleótidos 
diseñados para hacer blanco en el mRNA  que se 
desea silenciar y contiene las secuencias que 
permiten la formación de la horquilla del pre 
miRNA. Codifica para la proteína GFP de manera 
cocistrónica con el miRNA. 
E. coli One Shot® 
TOP10F / 
Espectinomicina 
 
Blasticidina 
pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-
miR-neg 
Control 
Plasmid 
5769 
Control negativo para la transfección. Contiene un 
inserto que permite la formación de una estructura 
en “hairpin” como lo hace un pre-miRNA, pero su 
secuencia no es complementaria a la de ningún 
gen conocido en vertebrados. Codifica para la 
proteína GFP de manera cocistrónica con el 
miRNA. 
E. coli One Shot® 
TOP10F / 
Blasticidina en medio 
LB bajo en sales. 
Blasticidina 
pDONR™221 4762 
Vector donador. Contiene sitios attP para la 
recombinación con productos de PCR o genes de 
interés flanqueados por secuencias attB para 
generar clones de entrada. 
E. coli  DB3.1TM * / 
Kanamicina 
- 
pT-REx-
DEST30 
7544 
Vector destino. La región ubicada entre las bases 
706 y 2389 es reemplazada por el DNA 
proveniente de los clones de entrada.  
E. coli One Shot® 
TOP10F / Ampicilina 
 
Neomicina 
(Geneticina®) 
* Esta cepa posee una mutación en la enzima girasa (gyrA462) que la hace 
resistente a los efectos letales de la proteína ccdB codificada por este plásmido. 
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 Amplificación y almacenamiento de plásmidos y bacterias 
transformantes. 
 
Los vectores del kit fueron resuspendidos en el volumen de buffer Tris necesario 
para obtener una solución stock de 1g/l, siempre que fue necesario. Estos 
vectores fueron utilizados para transformar las bacterias competentes 
correspondientes (E. coli One Shot Top Ten o E. coli One Shot® TOP10F), según 
el protocolo de choque térmico detallado en los anexos. Una vez identificadas las 
posibles colonias transformadas, se escogieron 6 colonias para ser sembradas en 
caldo LB selectivo a 37°C y agitación constante a 225 rpm, durante 16 horas. Al 
cabo de este tiempo, se obtuvieron stocks de glicerol al 15% de las bacterias 
transformadas y se hizo la extracción de DNA plasmídico libre de endotoxinas 
mediante el kit UltraClean™ Endotoxin-Free Mini Plasmid Prep Kit de Mo-Bio. El 
DNA plasmídico obtenido (50 ul por extracción), fue sometido a un corrido de 
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, para establecer la cantidad de DNA 
obtenida en el proceso. El patrón para la cuantificación del DNA fueron los 
fragmentos del fago lambda de concentración conocida, digeridos por la enzima 
HindIII (TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments de Invitrogen), mientras que para la 
determinación de los tamaños moleculares se utilizó el marcador TrackIt™ 1 Kb 
Plus DNA Ladder (Invitrogen).  
 Determinación de la concentración tóxica mínima de los antibióticos 
utilizados como marcador de selección en células U-937 
transfectadas. 
 
Los plásmidos con los que se transfectaron las células U-937 contienen genes que 
codifican para la resistencia a blasticidina y neomicina, característica que permite 
la selección de células  eucariotas transfectadas de manera estable. Por esta 
razón, se determinó primero cuál es la dosis mínima de antibiótico que inhibe el 
crecimiento de las células sin transfectar. Para ello, se tomaron placas de cultivo 
celular de 6 pozos en los cuales se sembraron 2 ml de cultivo de monocitos U-937 
a un 25% de confluencia (1,25 *105 células/ml). Para la selección con blasticidina 
se probaron las concentraciones de 0, 1, 2,5, 5, 7,5 y 10 g/ml de antibiótico por 
pozo, mientras que para la selección con neomicina se evaluaron las dosis de 0, 
100,  250, 500, 750 y 1000 g/ml del antibiótico Geneticin® (neomicina). Se hizo la 
evaluación diaria de la viabilidad de las células mediante la coloración con azul de 
tripán, con reemplazo del medio selectivo cada 3 días. Se calculó el porcentaje de 
células viables y no viables por medio de conteo en cámara de Neubauer y se 
determinó la concentración mínima que inhibió el crecimiento de las células en el 
lapso de dos semanas luego de la adición del antibiótico. La concentración de 
cada antibiótico establecida de esta forma, fue utilizada durante los procesos de 
selección de células transformadas en etapas posteriores del proyecto. 
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 Estandarización de la transfección de las células U-937. 
 
La estandarización de la transfección se realizó utilizando el plásmido 
pcDNA™6/TR, que codifica para el represor de tetraciclina, utilizando el método 
de precipitación de DNA con cloruro de calcio (CaCl2) y la técnica de lípidos 
catiónicos (LipofectamineTM, Invitrogen). En ambos casos se utilizaron 2 ml de 
cultivo a la misma concentración (1,9 * 105 células/ml) y se evaluó la eficiencia de 
la transfección a diferentes cantidades de DNA plasmídico. En el método de 
lípidos catiónicos se evaluaron además, diferentes relaciones de DNA y lípidos 
(cantidad de DNA (ug) a volumen de lípidos catiónicos (ul)). 
 
En el método de precipitación con CaCl2, se evaluaron cantidades de DNA de 0, 
0,2, 0,4, 0,8, 5 y 10 ug de DNA. Por otra parte, en el método de transfección por 
lipofectamina se evaluaron cantidades de DNA a transfectar de 0, 4 (relación 1:1 y 
1:2) y 8 ug (relación 1:0,5, 1:1, 1:2) de DNA. Las células transfectadas se 
cultivaron en medio con la dosis selectiva de blasticidina determinada 
anteriormente y se incubaron bajo condiciones estándar. El conteo de células y la 
determinación de la viabilidad de los cultivos se realizaron cada tercer día. 
 
Transfección por precipitación con cloruro de calcio: se hizo una mezcla de 
CaCl2 amortiguada con HEPES (pH 7,05 – 7,12) y las diferentes cantidades de 
DNA; posteriormente, las soluciones se agregaron a las células y se dejaron en 
incubación en condiciones estándar de cultivo durante 24 horas, al cabo de las 
cuales se reemplazó por medio fresco selectivo con penicilina (100 U) – 
estreptomicina (100 ug/ml). Por medio de este método se reporta entre un 10% y 
un 100% de células transfectadas dependiendo del modelo celular utilizado 
(Morgan, 1998). La eficiencia de la transfección se verificó mediante el 
seguimiento de la viabilidad del cultivo durante tres semanas.  
 
Transfección por lípidos catiónicos: este método se basa en la interacción 
electrostática de las cargas positivas de los lípidos catiónicos con las cargas 
negativas y la compactación de los ácidos nucleicos. La naturaleza catiónica y 
lipofílica de estos compuestos permite que los agregados de lípidos y ácidos 
nucleicos interactúen y atraviesen la membrana plasmática de las células blanco. 
Para lograr la transfección, se hicieron diluciones de lípidos y DNA en las 
concentraciones indicadas anteriormente en medio Opti-MEM, libre de suero. 
Posteriormente, los complejos de lípidos y DNA fueron agregados a los cultivos en 
medio libre de suero y antibióticos y se incubaron durante 6 horas bajo 
condiciones estándar de cultivo; posteriormente, se reemplazó el medio de cultivo 
por medio fresco  RPMI 1640 completo. Al día siguiente, se adicionó la dosis 
selectiva de blasticidina al medio y se hizo el seguimiento del cultivo hasta que el 
número de células viables alcanzó el límite de la fase exponencial (1,0 * 106 
células/ml) (Morgan, 1998). 
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Una vez generada la línea celular con expresión estable del represor se mantuvo 
en medio RPMI 1640 en presencia de la dosis de blasticidina determinada. 
 
 Selección y evaluación de células con expresión del represor de 
tetraciclina. 
 
Se realizó el seguimiento de la cinética de crecimiento de las células U937-TR+ y 
se comparó la velocidad de crecimiento con células U937 sin transfectar. Para 
ello, se calculó el tiempo de duplicación con base en las siguientes ecuaciones: 
Número de duplicaciones = (log #células final – log #células inicial)*3,32 y Tiempo 
de duplicación = 1/(#duplicaciones/#días conteo). 
 
 La evaluación de la expresión del represor TR se hizo por medio de la técnica de 
dot blot. Para ello, se prepararon extractos celulares totales en buffer de carga de 
electroforesis 2X, a partir de muestras de los cultivos de células sin transfectar y 
células transfectadas resistentes a blasticidina. Se determinó la concentración de 
proteína mediante el método de Bradford en microplaca. Estos extractos fueron 
adheridos a una membrana de nitrocelulosa (concentración de proteína 50 ug/ml), 
la cual a continuación fue sometida a bloqueo durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Posteriormente, las membranas se incubaron en presencia de 
anticuerpos primarios (1:1000) contra el represor de tetraciclina o contra lámina A, 
una proteína que se encuentra haciendo parte de la lámina de la envoltura nuclear 
y cuya expresión no varía por el proceso de transfección.  Posteriormente se 
hicieron tres lavados con PBS-Tween, cada uno de cinco minutos y se incubaron 
las membranas con una dilución de anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 
(1:5000). Por último, se hizo el revelado cromogénico de ambas membranas.  
 
 
Objetivo 2. Caracterizar las condiciones de diferenciación a macrófagos de la 
línea celular generada y de la parental U-937. 
4.1.3. Estandarización de las condiciones de diferenciación 
 
Las células U-937 en fase logarítmica de crecimiento  y con un porcentaje de 
viabilidad mayor del 90% fueron sembradas en varias densidades (0,5*105, 
1,0*105, 1,25*105, 1,5*105, 2,0*105, 4,0*105 y 8,0*105 células/ml) en placas de 
cultivo celular de 6 pozos en medio RPMI 1640 completo en presencia de varias 
dosis de PMA (phorbol myristate acetate) (25, 50, 100, 150 y 200 ng/ml). Las 
células fueron cultivadas bajo condiciones estándar y se revisaron diariamente en 
el microscopio invertido hasta observar un porcentaje de adherencia cercano al 
50%. Antes de sembrar las células en los pozos de la placa, se colocó en ellos 
una laminilla estéril de vidrio para facilitar la adherencia de las células. Como 
control negativo de la prueba se sembraron células U-937 sin el estímulo del PMA. 
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La transformación de los monocitos a macrófagos se visualizó al microscopio 
óptico por la aparición de cambios morfológicos en la célula y el núcleo (tinción de 
Giemsa). Se escogió la mínima dosis de PMA a la cual se obtuvo el mayor 
porcentaje de células diferenciadas o una confluencia apropiada en la lámina para 
los ensayos posteriores de infección con L. infantum que requiere el modelo. Se 
realizaron tres ensayos diferentes y se determinó  el número de días, la dosis de 
PMA y el porcentaje máximo de células diferenciadas en respuesta al tratamiento. 
El porcentaje de células diferenciadas se evaluó mediante la tinción de la laminilla 
con colorante de Giemsa y se realizó un conteo de 1000 células por laminilla, 
discriminando entre células diferenciadas y no diferenciadas de acuerdo con sus 
características morfológicas. La diferencia entre los tratamientos se determinó 
mediante la comparación de análisis de varianza y la prueba de Tukey para 
comparaciones múltiples.  
 Diferenciación de células TR+ 
 
Una vez estandarizadas las condiciones adecuadas para la diferenciación de la 
línea parental U-937, se repitieron los ensayos bajo las condiciones establecidas 
utilizando las células con expresión del represor de tetraciclina. Se realizaron por 
lo menos tres ensayos de confirmación y se determinó el porcentaje de células 
diferenciadas en respuesta al tratamiento; las diferencias entre ensayos se 
evaluaron por medio de ANOVA. Las condiciones estandarizadas serán utilizadas 
posteriormente en todos los ensayos de diferenciación de las células TR+. 
 
Objetivo 3. Evaluar funcionalmente la expresión de un constructo genético 
de silenciamiento regulado por el represor de tetraciclina. 
 Generación de los clones de expresión. 
La generación de los constructos de expresión se realizó mediante la tecnología 
GatewayTM que es un método de clonación basado en las propiedades de las 
secuencias de recombinación específicas de sitio del fago lambda y que permite 
insertar secuencias de DNA en múltiples sistemas de vectores para su análisis 
funcional y de expresión sin necesidad de utilizar enzimas de restricción. En este 
caso, se generaron clones de expresión a partir de los plásmidos pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-miR-neg control y pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-LMNA Validated 
miRNA Control Vector; este último, codifica para un miRNA que silencia el gen de 
la proteína nuclear lámina A (LMNA). Cada uno de estos plásmidos fue sometido a 
las dos reacciones de recombinación denominadas BP y LR con los vectores 
intermediarios para generar los dos clones de expresión (Invitrogen, 2003) (Fig. 2). 
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Figura 2 
Figura 2. Principio general de las reacciones de recombinación BP y LR 
(Invitrogen, 2007). 
 
 Reacción BP. 
Facilita la recombinación de un sustrato flanqueado por secuencias de unión 
attachement (att) attB (plásmido attB linearizado) con un sustrato flanqueado por 
secuencias attP (vector donador) para crear un clon de entrada que contiene la 
secuencia attL (ver figura 2). La reacción es catalizada por la mezcla enzimática 
BP ClonasaTM. 
 
La linearización de los plásmidos pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control y 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-LMNA Validated miRNA Control Vector se realizó 
mediante la digestión con la enzima EagI, la cual corta en la posición 3089 para 
ambos plásmidos. Luego de la linearización, se realizó la purificación del DNA 
mediante un protocolo de precipitación con etanol; con las muestras obtenidas, se 
realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% para confirmar el éxito de la 
digestión y realizar la cuantificación del DNA obtenido por análisis de 
densitometría de las bandas teñidas con bromuro de etidio, con el software 
Quantity One de BioRad (versión 4.1.1). Posteriormente, se llevó a cabo la 
reacción de recombinación BP entre cada uno de los plásmidos (95-190 ng por 
reacción) y el vector pDONR™  (150 ng/μl), que contiene las secuencias attL, un 
marcador de selección de resistencia a kanamicina y una secuencia que confiere 
resistencia al cloranfenicol que es alterada en los casos en los cuales se produce 
la recombinación exitosa.  Como control positivo de la reacción BP se utilizó el 
plásmido pEXP7-tet positive control contenido en el kit, el cual contiene un 
marcador de resistencia a tetraciclina; como control negativo se utilizó la mezcla 
de reacción sin adicionar las enzimas de recombinación (BP Clonasa). Para la 
selección de las bacterias recombinantes, se utilizaron placas de agar con 
concentraciones de 50 ug/ml para kanamicina, 20ug/ml para tetraciclina o 30 ug/ml 
para el cloranfenicol. 
 
Se realizó la extracción y cuantificación de DNA a partir de las bacterias 
resistentes a kanamicina que no crecieron en cloranfenicol para realizar con estos 
nuevos constructos la segunda reacción de recombinación (LR). 
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A. 
 
 
 
B.  
 
 
Figura 3 
 
Figura 3.  A. Plásmidos utilizados en la reacción BP. B. Ejemplo de un 
plásmido de entrada generado por la reacción BP 
 
 
 
 Reacción LR. 
 
Facilita la recombinación de un sustrato attL (clon de entrada recién generado 
durante la reacción BP) con un sustrato attR (vector destino) para crear un clon de 
expresión. La reacción es catalizada por la mezcla enzimática LR ClonasaTM. 
attB attB
GFP miRNA
pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-miR-
neg Control Plasmid  
5769 pb
CmR
KanR
pDONR™221 
4762 pb
KanR
attL attL
GFP miRNA
Plásmido de entrada
BP-EmGFP-miR-neg
3343 pb
EagI
attP attP
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Cada uno de los constructos obtenidos en la reacción BP, se utilizó en la 
recombinación con el plásmido pT-REx-DEST30 (Fig. 4), el cual contiene las 
secuencias attR, un marcador de selección por resistencia a ampicilina y la 
secuencia de la región operadora a la cual se unirá el represor regulado por 
tetraciclina en las células transfectadas. 
 
El esquema experimental es similar al de la reacción BP; pero en este caso, el 
control positivo fue el plásmido pENTR™-gus positive control, que confiere 
resistencia a la ampicilina en las bacterias transformadas exitosamente y el control 
negativo fue la mezcla de reacción sin agregar las enzimas LR Clonasa. La 
extracción, identificación y cuantificación del DNA se realizó de la manera descrita 
anteriormente. La confirmación de los productos de recombinación se hizo 
mediante la digestión con la enzima de restricción BamHI. Para cada uno de los 
clones identificados como verdaderos recombinantes de la reacción BP y LR se 
generaron stocks de glicerol. 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 
 
Figura 4.  A. Plásmido destino utilizado en la reacción LR. B. Ejemplo de un 
plásmido de expresión generado por la reacción LR 
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 Transfección con el constructo de expresión 
Una vez establecida la expresión del represor de tetraciclina en la línea celular, se 
evaluó su funcionalidad en términos de la expresión inducible del gen EmGFP 
contenido en el vector pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg que fue recombinado 
con el vector destino pT-REx-DEST30 de la manera descrita anteriormente. En 
presencia de tetraciclina, este vector expresa la proteína EmGFP y un miRNA que 
no posee homología conocida con ningún mRNA de vertebrados de manera 
cocistrónica, siempre y cuando las células transfectadas expresen niveles altos del 
represor. Si la transfección es exitosa, se espera que las células expresen altos 
niveles de EmGFP únicamente en presencia de tetraciclina. Para esta evaluación 
funcional, se utilizó el antibiótico tetraciclina a una concentración de 1 ug/ml, la 
cual fue adicionada a uno de los pozos de las células transfectadas durante el 
primer cambio de medio, mientras que el otro pozo no fue sometido a este 
tratamiento. La expresión de la proteína GFP se evaluó mediante microscopía de 
fluorescencia a las 24 horas posteriores a la transfección.  
 
4.2. ANÁLISIS DE DATOS 
Los datos relativos a caracterización y cinética de crecimiento de los cultivos 
sometidos a los diferentes tratamientos fueron tabulados en hojas de cálculo de 
Microsoft Excel; los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el software 
GraphPad Prism  versión 5.0 (2007). Los análisis de cuantificación de DNA se 
hicieron mediante análisis de densitometría utilizando el software Quantity One 
(Versión 4.1.1).  
34 
 
5. RESULTADOS  
 
5.1. GENERACIÓN DE UNA LÍNEA CELULAR DE MONOCITOS CON 
EXPRESIÓN DEL REPRESOR DE TETRACICLINA. 
 
5.1.1. ESTANDARIZACIÓN DE LA TRANSFECCIÓN 
 
 AMPLIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS Y OBTENCIÓN DE DNA PLASMÍDICO 
 
Para la generación de la línea de macrófagos con expresión del represor de 
tetraciclina, los monocitos se transfectaron con el plásmido pcDNATM6/TR, que 
codifica para esta proteína (TR). El plásmido se amplificó en células de E. coli 
competentes en medio selectivo (100 ug/ml de ampicilina) y se purificó por medio 
de un kit de extracción de mini-prep (Mobio), cuya eficiencia se calculó en 20 ug 
de DNA por filtro (0,4 ug de DNA/ul). La concentración promedio del plásmido 
pcDNATM6/TR obtenido fue de 194 ng/ul, el cual fue utilizado posteriormente para 
la transfección de los monocitos U937 en suspensión. En la tabla 3 y en la figura 5 
se especifican las condiciones de transformación y el rendimiento promedio 
obtenido para cada uno de los plásmidos. Cabe anotar que la eficiencia de la 
transformación y de la extracción del DNA plasmídico mejoró notablemente, luego 
de la utilización de un nuevo lote de bacterias competentes y un kit de extracción 
diferente (ZR Plasmid MiniprepTM – Classic de Zymo Research, con una eficiencia 
esperada de 0,83 ug de DNA/ul); estos suministros se utilizaron posteriormente en 
la obtención de los clones de entrada y de expresión. 
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Tabla 3. Eficiencia de transformación y cuantificación de DNA de los 
plásmidos del kit  BLOCK iT™ Inducible Pol II miR RNAi Expression Vector 
Kit with EmGFP 
 
NOMBRE 
ANTIBIÓTICO 
DE SELECCIÓN 
EN 
PROCARIOTES 
BACTERIA PARA 
PROPAGACIÓN 
VOLUMEN Y 
DILUCIÓN 
SEMBRADAS 
EN LA 
PLACA 
EFICIENCIA DE LA 
TRANSFORMACIÓN 
(ufc/ug DNA) 
CUANTIFICACIÓN 
DNA PLASMÍDICO 
(ng/ul) 
pUC19 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 5:1 
3,8 * 104 
4,6 * 108 ◊ 
No determinado 
pT-REx-DEST30 
Ampicilina 
100 ug/ml 
Library Efficiency® 
DB3.1™ Competent 
Cells 
50 ul – 1:5 8,0 *104 64,2 
pcDNA™6/TR 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 4,8 * 105 194 
pDONR™221 
Kanamicina 
50ug/ml 
Library Efficiency® 
DB3.1™ Competent 
Cells 
50 ul – 1:5 4,0 * 104 51,8 
pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-
miR-neg control 
Blasticidina en 
medio LB bajo 
en sales 
(100ug/ml) 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 3,2 * 104 50,0 
pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-
miR-LMNA 
Validated miRNA 
Control Vector 
Blasticidina en 
medio LB bajo 
en sales 
(100ug/ml) 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 6,0 * 105 75,2 
 
◊ Valores de eficiencia de transformación obtenidos con un segundo lote de 
bacterias competentes, obtenidas de la misma casa comercial. 
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Figura 5 
1. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 250 
ng 
2. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 125 
ng 
3. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 
62,5 ng 
4 – 7. pDONR™221 
8 – 11. pT-REx/GW-30/lacZ 
12 - 15. pT-REx-DEST30 
16 – 19. pEmGFP-N1 
1 – 7 pcDNA™6/TR 
8 – 15 pcDNA™6.2-GW/EmGFP-
miR-neg control 
16. TrackIt™ λ DNA/Hind III 
Fragments – 250 ng 
17. TrackIt™ λ DNA/Hind III 
Fragments – 125 ng 
18. TrackIt™ λ DNA/Hind III 
Fragments – 62,5 ng 
 
Figura 5. Corridos electroforéticos en gel de agarosa al 1,5% para la 
cuantificación del DNA plasmídico obtenido de las bacterias transformadas. 
 
 
 SELECCIÓN DE DOSIS TÓXICA MÍNIMA DE ANTIBIÓTICOS PARA LOS 
MONOCITOS 
 
Se evaluaron 6 concentraciones de blasticidina y geneticina, los cuales son los 
antibióticos de selección para las células transfectadas con los diferentes 
plásmidos utilizados en el proyecto. Hubo diferencia significativa en el número de 
1      2       3     4       5      6      7        8                         9 
 10     11     12    13    14    15    16     17   18    19 
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células viables según la dosis de antibiótico aplicada en cada caso (Kruskal-Wallis, 
P < 0,0001). En el caso de la blasticidina, se presentaron diferencias significativas 
entre el control y los tratamientos a partir de la dosis de 2,5 ug/ml; sin embargo, se 
escogió la dosis tóxica mínima de 5 ug/ml, para asegurar la mortalidad total de las 
células a partir del cuarto día (Test de Dunn, P < 0,05). En el caso de la 
geneticina, se comienzan a observar diferencias significativas en el número de 
células viables, a partir de la dosis de 250 ug/ml; la dosis selectiva de geneticina 
se decidió en 750 ug/ml (Test de Dunn, P < 0,05). Ambas dosis impidieron el 
crecimiento de células luego de diez días de exposición de los cultivos al 
antibiótico (Fig. 6).  
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BLASTICIDINA (1-3 DÍAS) 
 
Figura 6 
Figura 6. A. Seguimiento de los cultivos de células U937 en presencia de 
diferentes dosis de blasticidina y geneticina. Izquierda: Conteo de células 
viables. Derecha: Viabilidad (Porcentaje promedio +/- desviación estándar). 
B. Fotografías del seguimiento de los cultivos expuestos a diferentes dosis 
de blasticidina durante tres días (aumento 20X – microscopio invertido). 
 
 ESTANDARIZACIÓN DE LA TRANSFECCIÓN DE MONOCITOS U937 
 Precipitación con cloruro de calcio 
 
La eficiencia de la transfección se evaluó mediante el conteo de células viables 
cultivadas en medio RPMI 1640 completo con la dosis tóxica mínima de 
blasticidina (5 ug/ml). Los experimentos realizados para lograr la transfección de 
monocitos U937 en suspensión o diferenciados, ya sea con el plásmido 
pcDNA™6/TR o el pEmGFP-N1, no mostraron resultados positivos. En el caso de 
las células en suspensión transfectadas con el pcDNA™6/TR, se hizo el 
seguimiento del cultivo durante 25 días y no se observó aumento en la tasa de 
crecimiento o en la viabilidad del cultivo (Test de Kruskal-Wallis P = 0,2414) Se 
evaluaron 5 concentraciones de DNA plasmídico en esta transfección y no hubo 
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diferencia significativa en el número de células viables con ninguno de los 
tratamientos al día 25 después de la transfección (Test de Dunn P > 0,05). (Fig. 7). 
 
 
  
Figura 7 
Figura 7. Seguimiento de los cultivos de células U937 transfectadas con el 
plásmido pcDNA™6/TR por el método de precipitación con cloruro de calcio. 
Izquierda: Conteo de células viables. Derecha: Viabilidad. 
 
 Lipofectamina 
Se estandarizó la cantidad de DNA y la proporción DNA-lípidos catiónicos (ug 
DNA-ul Lipofectamina). De las cinco combinaciones de tratamientos evaluadas, se 
obtuvo una línea celular resistente a blasticidina a partir del tratamiento con 4 ug 
de DNA en proporción 1:2 con los lípidos catiónicos. La resistencia al antibiótico 
de selección,  indica una inserción y expresión adecuada de la secuencia 
codificante para el represor de tetraciclina, El cultivo alcanzó una densidad 
suficiente para amplificar (1,6 * 106 células/ml) en el día 31 luego de la 
transfección (Fig. 8). De acuerdo con los datos de la cinética de cultivo de las 
células transfectadas, el tiempo de duplicación calculado para el cultivo es  de 
29,7 horas; a partir de este cálculo, se estima que las células se duplicaron 25 
veces desde el momento de la transfección hasta que alcanzaron la densidad de 
1,6 * 106 células/ml. Esto indica, que menos del 1% de las células sometidas a 
transfección (1,9 *105) incorporaron el DNA foráneo. 
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Figura 8 
Figura 8. Seguimiento de los cultivos de células U937 transfectadas con el 
plásmido pcDNA™6/TR por el método de lípidos catiónicos. Izquierda: 
Conteo de células viables. Derecha: Viabilidad. 
 
 
 CARACTERIZACIÓN DE LA CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE LAS 
CÉLULAS U 937 – TR+ 
 
 
Se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento de las células U 937-TR+ y se 
comparó con el comportamiento de las células U 937 sin transfectar. Se calculó el 
tiempo de duplicación en tres puntos diferentes para cada tipo celular y se 
encontraron diferencias significativas entre las células transfectadas y sin 
transfectar (prueba t, P = 0,0217). El tiempo promedio de duplicación de las 
células U 937 es de 21,2 horas, mientras que el de las células TR+ es de 29,7 
horas (Fig. 9). 
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B. COMPARACIÓN ENTRE LOS 
TIEMPOS DE DUPLICACIÓN DE LAS 
CÉLULAS U 937 Y U 937 –TR+ 
 
Figura 9 
 
Figura 9. Crecimiento de las células U937 y U 937 TR+. A. Cinética de 
crecimiento. Los datos de los 7 primeros días de la línea U937-TR+ 
corresponden al seguimiento que se realizó sobre las células transfectadas 
desde el momento que alcanzaron un porcentaje de células viables 
suficiente para ser contabilizado en cámara de Neubauer y antes de alcanzar 
la densidad necesaria para amplificar. A partir del séptimo día, el cultivo se 
diluyó a una concentración de 5 * 104 células/ml y se realizó el seguimiento 
diario del número de células y la viabilidad del cultivo y se comparó con el 
comportamiento de la línea U937 original. Cada vez que los cultivos 
alcanzaban o superaban la densidad de 1*106 células/ml, se diluían 
nuevamente (5 * 104 células/ml) B. Tiempo de duplicación de los cultivos 
U937 y U937-TR+. Los cálculos se hicieron con base en las fórmulas: # 
duplicaciones = (log # final de células – log # inicial de células) * 3,32 y 
Tiempo de duplicación = 1/# duplicaciones/# días. Los datos corresponden a 
tres experimentos diferentes 
 
 GENERACIÓN DE LOS CLONES DE EXPRESIÓN 
 RESULTADOS REACCIÓN BP 
Para optimizar el rendimiento de la reacción BP que da origen al constructo de 
entrada, se linearizaron los plásmidos pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid y pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR LMNA-Control Vector (ambos con el 
mismo tamaño de 5769 pb), mediante la digestión con la enzima de restricción 
Eag1, la cual corta en la posición 3089 de ambos plásmidos. Luego de la 
linearización, el DNA se purificó mediante un protocolo de precipitación con etanol; 
los productos de la digestión se confirmaron y cuantificaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa y análisis densitométrico (Fig. 10A). A partir de 
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estos resultados, se llevó a cabo la reacción BP y con el DNA obtenido, se 
transformaron bacterias competentes; se seleccionaron 6 colonias de cada una de 
las placas de agar con kanamicina (50 ug/ml) en las que se obtuvo crecimiento, 
para hacer la amplificación y la confirmación de su susceptibilidad a cloranfenicol 
(30 ug/ml) (Fig 10B y Tabla 4). 
A. 
 
B. 
 
Figura 10 
1. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 250 ng 
2. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 125 ng 
3. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 62,5 ng 
4. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid digerido 
5. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid no digerido 
6. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR LMNA plasmid 
digerido 
7. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR LMNA plasmid 
no digerido 
8. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 500 ng. 
1. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 250 ng 
2. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 125 ng 
3. TrackIt™ λ DNA/Hind III Fragments – 62,5 ng 
4. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid (Muestra 1) 
5. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid (Muestra 2) 
6. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR LMNA 
plasmid (Muestra 1) 
7. pcDNA
TM
 6.2-GW/EmGFP-miR LMNA 
plasmid (Muestra 2) 
8. TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder. 
 
Figura 10. Resultados de la reacción BP de los plásmidos pcDNATM 6.2-
GW/EmGFP-miR-neg control y pcDNATM 6.2-GW/EmGFP-miR LMNA. A. 
Estimación de tamaños moleculares de los plásmidos digeridos y sin digerir. 
B. Gel para la cuantificación del DNA extraído a partir de bacterias 
transformadas con los clones de entrada, caracterizados por su resistencia a 
kanamicina (50 ug/ml) y sensibilidad al cloranfenicol (30 ug/ml) (1% agarosa, 
10 minutos de corrido). 
 
- 2322 
- 23130 
- 9416 
- 6557 
- 4361 
- 2027 
     pb 
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Tabla 4. Eficiencia de transformación de las bacterias que incorporaron los 
constructos de entrada para  pcDNATM 6.2-GW/EmGFP-miR-neg control y 
pcDNATM 6.2-GW/EmGFP-miR LMNA. 1 
NOMBRE 
ANTIBIÓTICO 
DE 
SELECCIÓN  
BACTERIA PARA 
PROPAGACIÓN 
VOLUMEN Y 
DILUCIÓN 
SEMBRADA
S EN LA 
PLACA 
EFICIENCIA DE LA 
TRANSFORMACIÓ
N (ufc/ug DNA) 
CUANTIFICACIÓ
N ADN 
PLASMÍDICO 
(ng/ul) 
pUC19  
(Control de 
transformación) 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® 
TOP10 Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – puro 4,6 * 108 No determinado 
BP-EmGFP-
miR-neg control 
Kanamicina 
50 ug/ml  
One Shot® 
TOP10 Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 5,7 * 108 50,0 (Muestra 2) 
BP-EmGFP-
LMNA 
Kanamicina 
50 ug/ml 
One Shot® 
TOP10 Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 4,5 * 107 59,8 (Muestra 2) 
 
 RESULTADOS REACCIÓN LR 
 
A partir del DNA plasmídico obtenido de las bacterias transformadas con los 
constructos de entrada de cada plásmido, se realizó la reacción LR, incorporando 
cada uno de estos plásmidos a un vector de destino, para generar los clones de 
expresión. La confirmación de los productos de la reacción LR se realizó mediante 
la digestión del DNA plasmídico con la enzima Bam-HI (Figura 11). En la figura 11 
y en la tabla 5 se muestran los resultados del gel y se especifican los tamaños de 
los fragmentos esperados luego de la digestión de cada uno de los vectores de 
expresión. 
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Figura 11 
1. TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder 
2. LR-miRNA GFP neg control sin digerir 
(6960 pb) 
3. LR-miRNA GFP neg control digerido 
(3131, 2965, 890 pb) 
4. LR-miRNA LMNA validated control 
sin digerir 
(6960 pb) 
5. miRNA LMNA valídated control 
digerido 
(3131, 2965, 890 pb) 
6. pT-Rex-DEST30 Vector sin digerir 
(7544pb) 
7. pT-Rex-DEST30 Vector digerido 
(3481, 3131, 703, 229 pb) 
8. TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder. 
 
Figura 11. Resultados de la reacción LR de los plásmidos que codifican para 
EmGFP-miR-neg control y EmGFP-miR LMNA. Estimación de tamaños 
moleculares de los plásmidos digeridos y sin digerir.  
 
 
Tabla 5. Eficiencia de transformación de las bacterias que incorporaron los 
constructos de expresión de los plásmidos que codifican para EmGFP-miR-
neg y EmGFP-miR LMNA 1 
NOMBRE 
ANTIBIÓTICO 
DE SELECCIÓN  
BACTERIA PARA 
PROPAGACIÓN 
VOLUMEN Y 
DILUCIÓN 
SEMBRADAS 
EN LA 
PLACA 
EFICIENCIA DE LA 
TRANSFORMACIÓN 
(ufc/ug DNA) 
CUANTIFICACIÓN 
ADN PLASMÍDICO 
(ng/ul) 
pUC19  
(Control de 
transformación) 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – puro 1,8 * 108 No determinado 
LR-EmGFP-miR-
neg control 
Ampicilina 
100 ug/ml  
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 2,88 * 107 705 
LR-EmGFP-
LMNA 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 1,443 * 108 488 
pENTR™-gus 
positive control 
(Plásmido control 
positivo del kit)  
 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
50 ul – 1:5 1,383 * 108 No determinado 
 
     pb 
- 12000 
 -5000 
- 2000 
- 1650 
- 1000 
- 850 
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 EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL REPRESOR DE TETRACICLINA 
EN CÉLULAS TRANSFECTADAS RESISTENTES A BLASTICIDINA 
 EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL REPRESOR MEDIANTE DOT 
BLOT 
En el extracto de los cultivos U937 parental y U937 con expresión del 
represor de tetraciclina se obtuvo una concentración de 4,7 y 4,8 ug/ul de 
proteína total, respectivamente, determinada por el método de Bradford en 
microplaca. El resultado del dot blot con el anticuerpo conjugado a 
peroxidasa se muestra en la figura 12. Se realizó el mismo experimento 
utilizando un anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina y se 
obtuvieron resultados similares. 
 
 
Figura 12 
Figura 12. Resultados del dot blot para el reconocimiento del represor de 
tetraciclona en células transfectadas con el plásmido pcDNA™6/TR. 
  
 
 EVALUACIÓN FUNCIONAL DEL REPRESOR DE TETRACICLINA EN 
LAS CÉLULAS TRANSFECTADAS 
 
De acuerdo con los resultados del dot blot, se decidió realizar el análisis funcional 
de la expresión del represor, mediante la cotransfección transitoria del constructo 
de expresión codificante para EmGFP-miR-neg control o EmGFP miR-LMNA junto 
con el pcDNA™6/TR, para reforzar la expresión del represor. Se seleccionaron los 
dos stocks de cada plásmido con mayor  cantidad de DNA; se mezclaron y se 
utilizó este nuevo stock (2,09 ug/ul para EmGFP-miR-neg control – TR y 2,258 
ug/ml para EmGFP miR-LMNA - TR) para hacer la cotransfección de las células 
U937 TR+ y el análisis funcional. Las células transfectadas en ausencia o 
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presencia de tetraciclina (1ug/ml) fueron observadas en el microscopio de 
fluorescencia bajo luz ultravioleta para evaluar la expresión de la proteína EmGFP. 
Se observó que a las 48 horas luego de la transfección, todas las células 
incubadas con tetraciclina mostraron fluorescencia; sin embargo, menos del 10% 
de las células expresaba la proteína EmGFP. Las células transfectadas que no 
fueron incubadas en presencia de tetraciclina, mostraron un patrón basal de 
fluorescencia bajo. Las células U937-TR+ sin transfectar con el constructo de 
expresión, también mostraron la capacidad de acumular tetraciclina, la cual mostró 
un nivel alto de autofluorescencia, que aumentaba con el tiempo (Fig. 13 y Fig. 
14). 
 
 
A. 
  
B. 
  
C. 
  
D. 
 
Figura 13 
 
Figura 13. Análisis funcional del sistema de regulación inducible 
dependiente de tetraciclina. Se evaluó la expresión de la proteína EmGFP en 
células U937 –TR+ transfectadas con el constructo de expresión generado a 
partir del plásmido EmGFP-miR-neg control en presencia de 1 ug/ml de 
E. 
F. 
G. 
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tetraciclina (Panel A - F) o en ausencia de este antibiótico (Panel G). Panel A-
D. Células U937-TR+ con expresión de EmGFP. Panel E-F. Células U937-TR+ 
mostrando fluorescencia procedente de tetraciclina internalizada. Panel G. 
Células U937-TR+ sin expresión de EmGFP. Todas las fotografías fueron 
tomadas al mismo aumento (100X) y el mismo tiempo de exposición (3 sg). 
Cada set de fotografías corresponde a la misma célula capturada bajo luz 
ultravioleta (360 nm) (izquierda) y con luz blanca (derecha). Todas las 
observaciones fueron hechas 24 horas después de agregar tetraciclina al 
medio de cultivo. Menos del 10% de las células U937-TR+ transfectadas, 
mostraron expresión de la proteína EmGFP.  
 
 
A. 
   
 
B. 
   
Figura 14 
  
Figura 14. Autofluorescencia de la tetraciclina. Células U937-TR+ fueron 
incubadas en presencia de 1 ug/ml de tetraciclina (A) o en ausencia del 
antibiótico (B). Las fotografías fueron tomadas a las 24 horas luego de la 
adición de tetraciclina al medio; en este punto, prácticamente el 100% de las 
células habían internalizado el antibiótico. Todas las fotografías fueron 
tomadas al mismo aumento (100X) y cada set de fotografías corresponde a la 
misma célula fotografiada bajo luz ultravioleta (izquierda) y luz blanca 
(derecha). 
 
 
5.2. DIFERENCIACIÓN DE MONOCITOS U-937 A MACRÓFAGOS 
La diferenciación de monocitos a macrófagos se evaluó mediante observación al 
microscopio compuesto de las células adheridas a una laminilla en respuesta al 
tratamiento con PMA. Para facilitar la visualización, se estandarizaron las 
condiciones para la coloración de las células con la tinción de Giemsa. Se 
probaron dos concentraciones del colorante (2 y 10%) y tres tiempos de 
incubación (5, 15 y 30 minutos). Se escogió la combinación de colorante al 10% 
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durante 15 minutos de incubación, ya que bajo estas condiciones se diferenciaba 
claramente la coloración del núcleo y citoplasma y se visualizaban fácilmente las 
vacuolas en las células diferenciadas. 
 
5.2.1. Dosis de PMA 
 
Los primeros ensayos para establecer la dosis óptima de PMA se hicieron con una 
población clonal obtenida a partir del cultivo celular U937, a una concentración de 
2 * 105 células/ml. Se evaluaron 6 dosis de PMA: 0, 25, 50, 100, 150 y 200 ng/ml y 
la observación final se hizo el día 14 luego del tratamiento de diferenciación. 
Posteriormente se realizaron los ensayos con células U-937 sin seleccionar, 
evaluando las mismas dosis de PMA, utilizando una concentración de células igual 
a 1,25 células/ml y por triplicado. Los resultados muestran que no existe diferencia 
significativa en el efecto obtenido al agregar cualquiera de las cinco dosis de PMA 
en el cultivo celular (ANOVA P = 0,648). Se escogió la dosis de 50 ng/ml de PMA 
para realizar los demás experimentos (Fig. 15, Fig. 18).  
 
5.2.2. Concentración de células por pozo 
 
Se evaluó el efecto de la dosis de 50 ng/ml sobre la diferenciación de las células 
del clon y se probaron las concentraciones de 0,5, 1, 1,5, 2, 4 y 8 *105 células/ml. 
Los mayores porcentajes de diferenciación se obtuvieron en el rango entre 1 y 1,5 
*105 células/ml. A partir de 2 *105 células/ml, el estímulo con el PMA causaba que 
las células se agruparan en racimos y no se diferenciaran. Se realizaron tres 
experimentos, con tres réplicas cada uno utilizando monocitos de la cepa parental, 
y se evaluaron concentraciones de 0,5, 1, 1,25, 1,5, 2 y 4 *105 células/ml. Los 
resultados muestran que no hay diferencia significativa en el porcentaje de 
diferenciación entre los rangos de 0,5 y 1,5 * 105 células/ml (ANOVA P= 0,0051 
para todos los tratamientos; prueba de comparaciones múltiples de Tukey, P > 
0,05 únicamente para las comparaciones entre todos los tratamientos, excepto el 
de 4 * 105 células/ml; en los análisis estadísticos se excluyó el tratamiento de 8 * 
105 células/ml, puesto que solo se hizo una réplica en la que no hubo porcentaje 
de diferenciación de los monocitos) (Fig. 15 - Fig. 16). 
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Figura 15 
Figura 15. Respuesta de los monocitos U937 a las condiciones de 
diferenciación (porcentaje promedio de diferenciación +/- desviación 
estándar). A). Dosis de PMA. B). Número de células/ml 
 
Figura 16 
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Figura 16. Aspecto general de células U937 diferenciadas en respuesta a 50 ng/ml de 
PMA. La concentración indicada en la parte inferior izquierda de cada fotografía 
corresponde a la concentración de células en suspensión sembradas y sometidas al 
tratamiento con PMA. Tinción de Giemsa, aumento 10X. 
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5.2.3. Días de diferenciación 
 
 
Luego de los experimentos iniciales, en los cuales se comprobó la baja capacidad 
de diferenciación del clon, los siguientes ensayos se realizaron con las células de 
la línea parental. Se estableció el tiempo en días necesario para visualizar células 
diferenciadas luego del tratamiento con PMA. El conteo se hacía diariamente, 
utilizando la tinción de Giemsa para evaluar tanto el porcentaje de diferenciación, 
como las características morfológicas de las células (aumento de tamaño, 
aparición de proyecciones citoplasmáticas y de vacuolas y capacidad de 
adhesión). Las células comienzan a diferenciarse a partir del cuarto día del 
tratamiento, aunque lo hacen en mayor porcentaje a partir del día 5. A partir del 
día 7, las vacuolas se hacen de mayor tamaño. En uno de los experimentos se 
hizo seguimiento hasta el día 14, y no hubo cambios significativos en el porcentaje 
de diferenciación obtenido en el día 5 (Fig.  17, Fig. 18). 
 
 
 
Figura 17 
 
Figura 17. Porcentaje diario de diferenciación de células U937 en respuesta a 
PMA 
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Figura 18 
 
Figura 18. A. Células U937 no diferenciadas. B y C. Células U937 
diferenciadas a macrófagos. D. Comparación entre una célula diferenciada 
(abajo) y una no diferenciada (arriba). Las fotografías fueron tomadas luego 
de 6 días de diferenciación. Aumento: 100X, Tinción de Giemsa. 
 
 
5.2.4. Diferenciación de células U937-TR+ 
Una vez determinadas las condiciones de diferenciación para la línea celular U937 
(densidad de cultivo de 1,25*105 células/ml, 50 ng/ml de PMA, 5 días de 
incubación), se evaluó la respuesta de las células U937-TR+ bajo los mismos 
parámetros experimentales. No hubo diferencia significativa en el porcentaje de 
B.  
C.  D .  
A.  
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diferenciación entre las células transfectadas y las no transfectadas (prueba t de 
Student, p = 0,102) y tampoco se apreciaron diferencias notables a nivel 
morfológico. Los porcentajes de diferenciación de las células U937-TR+ variaron 
entre el 40 y el 42% (Fig. 19). 
 
 
 
Figura 19 
 
Figura 19. Porcentaje de diferenciación de células U937-TR+ en respuesta a 
50 ng/ml de PMA. La columna correspondiente a U937 (Control) hace 
referencia a los resultados obtenidos con las células sin transfectar en el 
mismo montaje experimental que las células transfectadas. La columna U937 
(Histórico) corresponde a los valores obtenidos en todos los experimentos 
realizados en la fase de estandarización bajo las mismas condiciones 
evaluadas para las U937-TR+ (densidad de cultivo de 1,25*105 células/ml, 50 
ng/ml de PMA, 5 días de incubación). Los datos muestran el porcentaje 
promedio de diferenciación +/- desviación estándar. 
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6. DISCUSIÓN 
 
La utilización de modelos experimentales in vivo e in vitro, ha permitido comprobar 
el papel fundamental que desempeñan las células del sistema fagocítico 
mononuclear en la fisiopatología de  enfermedades producidas por patógenos 
intracelulares, tales como Leishmania spp (Beverley, 2003; Bañuls et. al.,  2007), 
Trypanosoma cruzi (Tarleton, 2007), el virus de la inmunodeficiencia humana 
(Cassol et.al., 2009), las bacterias Mycobacterium tuberculosis (Lee et. al., 2009),  
Shigella flexneri (Phillpott et. al., 2000), Listeria monocytogenes (Lam and Brumell, 
2008) y Coxiella burnetti (Benoit et. al., 2008) entre otros.  
 
Generalmente, se acepta que las variaciones en las manifestaciones clínicas de la 
leishmaniasis, por ejemplo, dependen en gran medida de los procesos de 
interacción iniciales entre el parásito y células como los neutrófilos y macrófagos 
(Peters et. al., 2008; Jochim and Teixeira, 2009). Sin embargo, varios aspectos 
fundamentales de estas interacciones aún no se conocen claramente, debido en 
parte a las limitaciones que presentan los sistemas experimentales disponibles 
(revisado por Reyes P, 1992; Leclercq, 1996; Garg and Dube, 2006; Handel-
Fernandez and López, 2000). Por estas razones, desde hace ya varias décadas 
se han venido implementando diferentes técnicas que permitan mejorar la 
comprensión de los procesos de interacción entre los agentes patógenos y sus 
células hospederas, entre las cuales se cuentan las herramientas proporcionadas 
por la biología molecular, particularmente las de silenciamiento genético. Sin 
embargo, estas técnicas no son aplicables universalmente en todos los modelos 
de infección; tal es el caso de varias especies de Leishmania spp., en las cuales 
no existe la maquinaria celular necesaria para implementar técnicas de 
silenciamiento por RNA de interferencia directamente sobre el parásito (Ullu et. al., 
2004, Smith et. al., 2007, Mundodi et. al. 2005; Chen et. al., 2000). A pesar de ello, 
y teniendo en cuenta que la infección por Leishmania spp. es un proceso en el que 
participan activamente tanto el parásito como el macrófago, es posible aplicar las 
técnicas de silenciamiento genético sobre la célula hospedera, y determinar cómo 
se afectan los procesos de infección y supervivencia del patógeno en respuesta a 
la alteración. En este orden de ideas, el silenciamiento genético inducible cobra 
mayor importancia, ya que mediante esta técnica es posible controlar la expresión 
de un gen de acuerdo con la dosis de inductor aplicada, desde teóricamente, la 
expresión máxima del miRNA de interés en presencia del inductor, hasta su 
represión completa si el inductor no está presente en el medio de cultivo. 
 
La implementación de un modelo in vitro de infección basado en la utilización de la 
línea celular promonocítica humana U-937, disminuye varios de los factores de 
variación asociados a los modelos utilizados previamente en el estudio de la 
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leishmaniasis, relacionados principalmente con la heterogeneidad genética de 
cepas de ratones, hámsteres, o células sanguíneas provenientes de donantes 
humanos. La línea U937 se caracteriza por su tasa alta de proliferación y 
comportamiento similar a monocitos y macrófagos primarios; además, ha sido 
utilizada con frecuencia como modelo en experimentos de infección (Larrick et. al., 
1980; Harris and Ralph, 1985, Reyes P, 1992; Maia et. al., 2007). Un aspecto 
clave para la implementación del modelo, es la modificación de la línea celular 
para que exprese una proteína represora que permita la regulación de un sistema 
de silenciamiento inducible por miRNA (se reporta un mayor éxito en el 
silenciamiento utilizando miRNA que shRNA, por lo cual se escogió el primer 
método para el desarrollo del proyecto) (Invitrogen, 2007).  El silenciamiento 
genético inducible es un método de caracterización de genes más rápido y 
económico que la generación de cepas o líneas knockout y permite controlar la 
expresión de un gen específico en respuesta a la ausencia o presencia de un 
inductor en un mismo sistema, lo que contribuye a establecer el efecto fenotípico 
resultante de suprimir y recuperar la función del gen. Adicionalmente, en un futuro 
el sistema no solamente permitirá la identificación de los genes de la célula 
hospedera importantes en el proceso de infección, sino también su caracterización 
funcional.  
 
En este trabajo se buscó la estandarización de las técnicas necesarias para la 
generación de la línea celular de monocitos con expresión de la proteína represora 
de tetraciclina (U937–TR+) y la evaluación de su capacidad de regular la 
expresión pasajera de una secuencia que codifica para la proteína verde 
fluorescente (EmGFP) y  que se expresa de manera cocistrónica con un miRNA 
que no muestra homología con ningún gen humano; ambas secuencias están 
contenidas en el plásmido pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg Control Plasmid 
(Invitrogen). La generación del constructo de expresión se hizo mediante la 
tecnología Gateway®, la cual permitió la construcción de un plásmido que 
contenía las secuencias de interés bajo la regulación del promotor CMV y la región 
operadora de unión del represor de tetraciclina. La expresión de la proteína 
EmGFP en las células transfectadas incubadas en medio con tetraciclina, indica, 
por consiguiente, la expresión del miRNA y el funcionamiento del sistema de 
silenciamiento inducible.  
 
La primera parte de la estandarización consistió en la amplificación de los 
plásmidos del kit BLOCK-iT™ Inducible Pol II miR RNAi Expression Vector Kit with 
EmGFP (Invitrogen). La transformación de bacterias competentes One Shot Top 
Ten con los plásmidos del kit fue exitosa en todos los casos, sin embargo, las 
eficiencias obtenidas con el plásmido control pUC19 estuvieron cinco órdenes de 
magnitud por debajo de lo esperado (en el orden de 104 en contra de 109). A pesar 
de que las células químicamente competentes adquiridas con el kit se amplificaron 
y se sometieron a un nuevo tratamiento para recuperar el estado de competencia, 
no se obtuvo una mejora sustancial en la eficiencia. De igual forma, el rendimiento 
del kit de extracción de DNA plasmídico de Mo-Bio (0,4 ug/ul) fue menor que el 
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esperado; el DNA plasmídico con mayor concentración extraído bajo estas 
condiciones fue el correspondiente al plásmido pcDNA™6/TR que codifica para el 
represor de tetraciclina (0,194 ug/ul, lo que corresponde a menos del 50% de 
eficiencia en la extracción). Todos los plásmidos del kit incluyen el origen de 
replicación pUC, lo que garantiza más de 400 copias del plásmido por bacteria de 
E. coli (Lee et. al., 2005, citado por Gruber et. al., 2008), por lo cual, el bajo 
rendimiento del proceso presumiblemente no se debía a una baja capacidad de 
replicación de los plásmidos. En vista de estos resultados, se solicitó la reposición 
de un nuevo lote de bacterias competentes a la casa comercial y se utilizó un kit 
de extracción diferente; bajo estas condiciones se hicieron las transformaciones 
correspondientes con los constructos de entrada y de expresión de las reacciones 
BP y LR, utilizando la misma metodología estandarizada previamente; en este 
caso, la eficiencia de la transformación con el plásmido pUC19 estuvo en el orden 
de 108; por otra parte, la extracción de DNA plasmídico con el kit ZR Plasmid 
MiniprepTM – Classic de Zymo Research, utilizado para obtener los clones de 
expresión, dio rendimientos entre el 60 y 90% del óptimo esperado y 
concentraciones de DNA plasmídico hasta 8 veces mayor por plásmido. 
 
El objetivo final de la obtención de células U937 con expresión del TR es su 
posterior utilización en un modelo de silenciamiento genético inducible por RNA de 
interferencia. Lla transfección de constructos diseñados para codificar miRNAs 
dirigidos contra los genes que se desea silenciar es uno de los métodos más 
sencillos para incorporar estas secuencias en las células eucariotas; sin embargo, 
la eficiencia de la transfección, y por ende del silenciamiento, puede variar 
considerablemente. Entre los factores que afectan esta eficiencia está la 
propiedad inherente de muchos tipos celulares de ser refractarias a procesos de 
transfección. Durante los ensayos de transfección, esto genera la presencia de 
células no transfectadas en proporciones variables, las cuales disminuyen el 
efecto aparente del silenciamiento y pueden causar problemas a nivel práctico en 
los casos donde se presenten un número limitado de células para el análisis 
(Nagasaki et. al., 2007). Para contrarrestar estos problemas, se hace uso de la 
selección de líneas celulares con expresión estable de la proteína en cuestión, con 
un marcador de resistencia a un antibiótico. En este caso, la obtención de células 
U937-TR+, se hizo mediante la selección de los monocitos transfectados con el 
plásmido pcDNA™6/TR resistentes a una dosis tóxica de blasticidina. La 
blasticidina es un antibiótico del grupo de los nucleósidos para el cual se han 
identificado al menos tres genes de resistencia en bacterias y hongos, que son 
utilizados como marcadores en experimentos de transfección de células 
eucariotas y en la transformación de E. coli; la blasticidina impide la síntesis de 
proteínas, evitando la formación del enlace peptídico en el ribosoma (revisado por 
Nagasaki et. al., 2007). La dosis tóxica mínima de blasticidina para las células 
U937 correspondió a 5ug/ml la cual, a partir del sexto día de tratamiento, inhibió 
completamente el crecimiento del cultivo celular. Esta dosis está dentro de los 
rangos de trabajo recomendados con este antibiótico como marcador de selección 
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para el establecimiento de líneas celulares con expresión estable de genes 
reporteros (Hakasson, 2004; Nagasaki et. al., 2007; Kita-Matsuo et. al., 2009).  
 
Se evaluaron los métodos de precipitación con CaCl2 y de lípidos catiónicos para 
transfectar células U937 en suspensión con el plásmido pcDNA™6/TR. 
Únicamente uno de los tratamientos con lipofectamina (4ug de DNA 1:2) dio 
resultados positivos, al obtener células resistentes a blasticidina luego de 31 días. 
A pesar que el experimento de transfección con  CaCl2 se repitió en células U937 
diferenciadas con el estímulo del PMA (50 ng/ml), utilizando esta vez el plásmido 
pEmGFP-N1 que codifica para la proteína GFP (datos no mostrados), nuevamente 
se obtuvieron resultados negativos. El hecho de que este método de transfección 
no haya sido exitoso en células U937 diferenciadas a macrófagos, las cuales se 
caracterizan por una mayor capacidad de endocitosis que las células sin 
diferenciar (Harris and Ralph, 1985), hacen que este método de transfección se 
haya descartado en el trabajo con la línea celular generada en el proyecto.  
 
En el caso de la lipofectamina, el seguimiento de la viabilidad de los cultivos se 
hizo cada dos días; las células fueron transferidas a cajas de cultivo y mantenidas 
en 5 ml de medio de cultivo con 5 ug/ml de blasticidina. Sin embargo, durante los 
primeros días del conteo la proporción de células viables era muy baja, por lo cual 
no se registraban células viables en ningún tratamiento. A partir del día 25, las 
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 6 pozos en un volumen total de 2 
ml, lo que permitió que se encontrara mayor número de células viables en los 
conteos. Durante el proceso de selección, (a partir del día 25), el tiempo de 
centrifugación para el reemplazo de medio de los cultivos se disminuyó de 15 a 7 
minutos, ya que los remanentes de las células no resistentes tendían a acidificar el 
medio. Bajo estas condiciones, las células resistentes a blasticidina alcanzaron el 
límite de la fase exponencial en seis días (día 31 luego de la transfección). De 
acuerdo con los análisis de la cinética de crecimiento de las células U937-TR+, su 
tiempo de duplicación es de 29,7 horas; con lo cual, a las células transfectadas les 
tomó 25 duplicaciones alcanzar la concentración de 1,0 *106 células/ml, necesaria 
para su amplificación; tomando en cuenta la cantidad inicial de células sometidas 
al proceso de transfección (1,9 *105 células/ml); el porcentaje de células que 
incorporaron el plásmido es muy bajo (menor del 1%), lo que implica una gran 
cantidad de tiempo para alcanzar una densidad de células suficiente para realizar 
la amplificación del cultivo. Cuando el experimento de transfección se realizó con 
los constructos de expresión generados para EmGFP-miR-LMNA en células U937-
TR+, se requirió el mismo tiempo para obtener una densidad de cultivo similar, con 
resistencia tanto a blasticidina como a geneticina; sin embargo, la viabilidad del 
cultivo no superó el 60% y posteriormente comenzó a disminuir. En general, los 
cultivos transfectados muestran menor viabilidad que las células U937 (80 – 95% 
para U937-TR+ contra 90 - 100% de las células no transfectadas). 
 
Se ha demostrado que las células U937 tienen la capacidad de regular de manera 
autocrina procesos tales como la apoptosis en respuesta a un estímulo con TPA, 
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un éster de forbol (Champelovier et. al., 2000); posiblemente, la velocidad de 
duplicación también pueda estar determinada por factores autocrinos o paracrinos, 
ya que una vez se alcanza una densidad crítica del cultivo, la expansión es un 
procedimiento relativamente rápido; sin embargo, en los ensayos previos de 
clonación por el método de dilución limitante utilizado con éxito en el laboratorio 
para la expansión clonal de varias subpoblaciones de parásitos de Leishmania 
infantum, solamente se logró la obtención de una población clonal a partir de la 
línea U937 sin transfectar. Durante este proceso de selección se registró la 
mortalidad del 90% de los clones en las primeras etapas de selección (datos no 
mostrados). La población clonal U937 se obtuvo en un tiempo similar (30 días), al 
requerido por las células transfectadas con el plásmido codificante para TR y el 
clon de expresión para EmGFP-LMNA; a pesar que para las transfecciones con 
los constructos de expresión se aumentó 10 veces la densidad de células, los 
resultados fueron similares a los de la primera ronda de transfección. 
Probablemente, el proceso de selección de células transfectadas se dificulta por 
esta característica inherente a la línea celular U937.  
 
En los casos donde se trabaje con cultivos primarios o líneas celulares difíciles de 
transfectar, un método de elección para introducir las secuencias es el de la 
utilización de sistemas virales (Shockett and Schatz, 1996); los cuales tienen la 
ventaja de aumentar el número de células que incorporan las secuencias de 
interés; este paso es clave en experimentos que requieran la evaluación de 
silenciamiento genético, para evitar que un bajo éxito en la introducción de las 
secuencias, enmascare los efectos del silenciamiento. Actualmente, se está 
llevando a cabo la estandarización de las técnicas para implementar en el 
laboratorio el sistema de transducción de las células U 937 por medio del sistema 
ViraPowerTM Lentiviral Technology (Invitrogen), el cual se considera altamente 
eficiente para introducir secuencias genéticas in vitro o in vivo, en células de 
mamíferos; se reporta mayor éxito con este sistema que con otros tipos de 
retrovirus (Invitrogen, 2009).  
 
Uno de los aspectos clave para el funcionamiento del sistema de silenciamiento 
inducible, es la selección de células con el mayor nivel de expresión posible del 
TR; esto es necesario para garantizar la represión completa de la expresión del 
gen, particularmente cuando las células están incubadas en medio enriquecido 
con suero fetal bovino, el cual contiene trazas de antibióticos como la tetraciclina, 
que podrían enmascarar los efectos del silenciamiento. La selección de las células 
con mayor nivel de expresión del TR requiere de la amplificación clonal de las 
células U937-TR+; procedimiento que debe estandarizarse de acuerdo con las 
consideraciones enumeradas anteriormente para la línea no transfectada. La 
heterogeneidad morfológica y la respuesta diferencial al estímulo de diferenciación 
proporcionado por el PMA, hacen suponer que posiblemente existan 
subpoblaciones dentro de la línea que expresen mejor esta proteína represora.  
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La evaluación de la expresión del TR se hizo en dos partes; en la primera, se 
evaluó que el represor se estuviera expresando en las células U937 transfectadas 
mediante una prueba de dot blot y en la segunda parte, se evaluó la funcionalidad 
del sistema inducible mediante la transfección con los constructos de expresión 
que codifican para la proteína EmGFP, de manera cocistrónica con un miRNA no 
relevante o con un miRNA contra el gen LMNA. Como control en la prueba del dot 
blot, se hizo la detección simultánea de la proteína LMNA, constituyente de la 
lámina nuclear de las células y cuya expresión no se ve alterada en el proceso de 
transfección. Los resultados del dot blot mostraron que la señal obtenida en las 
células que expresaron el receptor era débil, tanto en los experimentos realizados 
utilizando anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa como a fosfatasa 
alcalina. Del mismo modo, también se observó una señal similar, pero de menor 
intensidad, en la muestra correspondiente al extracto proteico de las células sin 
transfectar, lo que puede indicar falta de especificidad del anticuerpo primario 
utilizado para detectar el represor. Por tal motivo, se decidió realizar una nueva 
transfección del plásmido pcDNA™6/TR en las células que ya expresan el 
represor, con el objetivo de lograr un mayor nivel de expresión de la proteína, que 
garantice el control de la expresión del gen de interés introducido posteriormente.  
 
El sistema de silenciamiento inducible evaluado en este proyecto se basa en la 
expresión de la proteína EmGFP regulada negativamente por la proteína 
represora de tetraciclina. El análisis se puede realizar en células transfectadas de 
manera transitoria o en líneas celulares con expresión estable de la proteína. Un 
aspecto que se debe tener en cuenta en esta evaluación, es que la tetraciclina y la 
EmGFP tienen propiedades espectrales cercanas. Para EmGFP, la longitud de 
onda de excitación es de 387 nm y la de emisión es de 509 nm (Invitrogen, 2007); 
para la tetraciclina, la longitud de onda de excitación y emisión corresponden a  
470 nm y 579 nm, respectivamente 
(http://dbc.bio.uci.edu/OBCresources/fluorophores.pdf).  Por otra parte, las células 
derivadas de líneas tumorales tienen tendencia a acumular tetraciclina 
intracelularmente; esta característica fue utilizada durante alguna época como 
ayuda en el diagnóstico del cáncer (Cummins et. al., 1964). Veinticuatro horas 
después de la adición de tetraciclina a las células U937-TR+ transfectadas con 
EmGFP-miRNA neg control, el 100% de las células había acumulado tetraciclina 
en su interior, mostrando un patrón de fluorescencia punteado, de color amarillo 
brillante, que se hizo más intenso a las 48 horas, cubriendo por completo la 
superficie celular (Fig. 14). Este comportamiento se diferencia del observado en 
células no cancerosas, en las cuales, la fluorescencia de la tetraciclina deja de ser 
detectable 24 horas después de la incorporación del antibiótico (Cummins et. al., 
1964). Por el contrario, la fluorescencia de EmGFP es de color verde intenso y 
cubre la superficie celular por completo desde el primer día; la distinción entre 
ambos colores es discernible claramente. Se hace necesario también evaluar cuál 
es el efecto de dosis de tetraciclina menores a 1ug/ml sobre la expresión de los 
constructos, con el objetivo de determinar una dosis mínima de antibiótico que 
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reduzca al máximo el ruido generado por la autofluorescencia del antibiótico, 
particularmente si se van a utilizar otros fluorocromos en los análisis posteriores. 
 
Otro aspecto que se consideró en este trabajo, fue el de la caracterización de la 
diferenciación de la línea celular en respuesta a la adición de PMA, tanto de la 
línea parental como de la línea de monocitos con expresión del represor de 
tetraciclina. La diferenciación de los monocitos a macrófagos es un requisito 
necesario para la implementación del modelo de infección in vitro por Leishmania 
infantum, ya que los macrófagos son las células hospederas por excelencia de 
este parásito.  
 
Una de las características de los macrófagos es su variabilidad fenotípica, lo que 
dificulta la asignación de marcadores únicos de identificación para cada una de las 
subpoblaciones originadas a partir de las diferentes vías de diferenciación y 
activación (Baek et. al., 2009). Generalmente se utilizan líneas celulares mieloides 
(HL60, THP-1, Mononomac-1, U937) para investigar los procesos de 
diferenciación de monocitos y las funciones biológicas de las células 
diferenciadas. Por su origen tisular, se considera que la línea U937 es una de las 
que refleja con mayor similitud las propiedades de macrófagos primarios (Baek, et. 
al., 2009; Sintiprungrat, et. al., 2010).  
 
En una gran cantidad de estudios con la línea celular U937 se utiliza el PMA como 
agente activador de la diferenciación de los monocitos; sin embargo, también se 
han utilizado otros agentes como el ácido retinoico y algunas citoquinas (Reyes P, 
1992; Kiley et. al., 1997; Kitamura et. al., 2004; Goel et al. 2007; Maia et. al., 2007; 
Baek, et.al., 2009;Sintiprungrat et. al., 2010). De acuerdo con las características 
de las células obtenidas a partir de la diferenciación de células U937 con PMA, 
tales como la disminución en la tasa de división celular y de la expresión de varios 
factores de transcripción, la capacidad de adherencia, la expresión de marcadores 
de superficie como CD11b y la capacidad regular la producción de citoquinas 
como INF-β (Baek, et.al, 2009; Sintiprungrat et. al., 2010); es muy probable que 
los macrófagos obtenidos a partir de este proceso de diferenciación se 
correspondan a los macrófagos activados por la vía clásica. Se ha demostrado 
que los macrófagos activados por la vía clásica tienen la capacidad de ser 
infectados por los parásitos de Leishmania spp.  y, de acuerdo a si son 
estimulados por la combinación de INFγ y TNF, o INFγ únicamente, son capaces 
de combatir o no la infección (Nandan and Reiner, 1995; Miles et. al., 2005).  
 
Los rangos de concentraciones de PMA utilizadas por los diferentes autores para 
lograr la diferenciación varían entre 10 y 200 ng/ml. Los ésteres de forbol como el 
PMA son activadores de la proteína quinasa C y entre los efectos biológicos que 
producen está el aumento del pH intracelular, la modulación del metabolismo de 
los fosfolípidos, la inhibición de la proliferación y la diferenciación de varias líneas 
celulares tumorales (Goel et. al., 2007). Cuando las células U937 son sometidas a 
incubación en medio con PMA, TPA (ésteres de forbol) o vitamina D3, se 
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diferencian en células adherentes y detienen su proceso de división (Darbon, et. 
al., 1986; Baek, et. al., 2009; Sintiprungrat, et. al., 2010). Sin embargo, al parecer 
este efecto es dependiente de la dosis de PMA y de la cantidad de células en el 
cultivo (Darbon et. al., 1986; Reyes P, 1992). En este estudio, los cultivos con una 
concentración mayor a 2,0 *105 células/ml incubados en presencia de 50ng/ml de 
PMA reducen su porcentaje de diferenciación en comparación con cultivos de 
menor densidad; además, tienden a agregarse en cúmulos de monocitos 
indiferenciados.  
 
Según los resultados de Reyes P (1992), quien evaluó dosis de PMA entre 10 y 
100 ng/ml, no existen diferencias morfológicas o en porcentaje de diferenciación 
de células U937 sometidas a las diferentes dosis de PMA, lo cual coincide con lo 
obtenido en este estudio. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de 
que se produzcan diferencias a nivel bioquímico o molecular, tales como en el tipo 
o la cantidad de receptores de membrana que expresen las células activadas por 
las diferentes dosis. Algunos trabajos experimentales muestran que puede existir 
una alteración en la capacidad de macrófagos diferenciados con altas dosis de 
PMA (200 ng/ml) para soportar la infección con Leishmania infantum (Murray, 
1982, citado por Reyes P, 1992); por otra parte, se han llevado a cabo estudios de 
infección por diferentes especies de Leishmania spp.  en células diferenciadas con 
dosis entre 10 y 100 ng/ml de PMA, sin que al parecer se presenten efectos 
negativos en el proceso de infección; la dosis de 50ng/ml de PMA estandarizada 
en este trabajo, está dentro de los rangos evaluados en varios de estos trabajos. 
 
En este estudio, el tiempo mínimo necesario para empezar a observar células 
diferenciadas luego del tratamiento con PMA fue de 96 horas, lo cual está en 
contraposición de lo observado por varios autores (Rey et. al., 1990; Reyes P, 
2002; Maia, 2007, Baek, et. al., 2009) a quienes un tratamiento de 72, e incluso 48 
horas es suficiente para lograr diferenciación. Ninguno de estos autores refiere si 
hubo variaciones en los porcentajes de diferenciación posterior a 72 horas, 
aunque en el presente estudio no hubo diferencia significativa en el porcentaje de 
diferenciación desde el día 6 hasta el día 14.  
 
Por otra parte, cabe resaltar que la línea celular utilizada presenta gran diversidad 
morfológica en aspectos relativos al tamaño y la apariencia superficial de la 
membrana en las observaciones hechas en el microscopio; estas variaciones 
podrían estar relacionadas también con la respuesta variable a los procesos de 
diferenciación y transfección. En los primeros experimentos de este proyecto, se 
intentó la amplificación clonal del cultivo parental por medio de la técnica de 
dilución limitante. Al cabo de dos clonaciones, se logró obtener un clon de células 
(U-937 MJST-1), con el cual se hicieron los primeros experimentos de 
diferenciación. Sin embargo, este clon mostró porcentajes de diferenciación 
mucho más bajos que los obtenidos bajo las mismas condiciones con la línea 
parental. Del mismo modo, la evaluación de la diferenciación se hizo con base en 
parámetros morfológicos (tamaño, adherencia, aparición de vacuolas en el 
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citoplasma); sin embargo, es evidente aún a este nivel que no todas las células 
responden de la misma manera al tratamiento con PMA, ya que se observa un 
considerable grado de heterogeneidad, tanto en la morfología de la célula 
diferenciada como en su ubicación dentro de la lámina (patrón en conglomerados). 
Estos hechos son evidencias de que aun dentro de la línea celular se pueden 
encontrar subpoblaciones celulares con mayor capacidad de diferenciación o, en 
nuestro caso, de expresión del represor de tetraciclina en células transfectadas. 
Como paso a seguir en la estandarización de las condiciones del modelo, está la 
caracterización de diferentes clones de la línea parental y la línea transfectada con 
expresión del represor de tetraciclina a nivel de receptores de membrana. 
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
 
1. Se estandarizaron las condiciones de diferenciación de monocitos U937 a 
macrófagos en respuesta a PMA. Se observó un efecto dependiente de la 
concentración de células en la respuesta de los monocitos al inductor de 
diferenciación. Los mejores resultados en términos de porcentaje de 
diferenciación  se obtuvieron a concentraciones entre 1,0 y 1,5 *105 
células/ml, a partir del quinto día de incubación con PMA. No hubo 
diferencia significativa en la respuesta ante las diferentes dosis de PMA 
evaluadas. 
 
2. La heterogeneidad morfológica de las células U937 no diferenciadas y 
diferenciadas podría reflejar diferencias a nivel bioquímico y molecular que 
afecten los procesos de transfección y expresión de proteínas posteriores, 
por lo cual es necesario la caracterización a nivel de moléculas de 
membrana, de los diferentes tipos morfológicos obtenidos. De igual forma,  
es recomendable la amplificación clonal de las células con expresión del 
represor de tetraciclina, con el objetivo de seleccionar aquellas que 
presenten los mayores niveles de expresión. 
 
3. El método de transfección por lipofectamina (4ug de DNA en proporción 1:2 
con los lípidos catiónicos) fue el tratamiento que permitió la expresión de los 
constructos en las células U937 en suspensión. Sin embargo, la baja 
eficiencia de la transfección hace que se requiera un considerable lapso 
para obtener un número suficiente de células para amplificar. Por lo tanto, 
es recomendable la utilización de otros sistemas de introducción de DNA 
foráneo en las células que permitan una mayor eficiencia de transfección.  
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APÉNDICE 1. PROTOCOLOS. 
A.1.1. PREPARACIÓN DEL MEDIO RPMI 1640 SIGMA-ALDRICH PARA LA 
LÍNEA CELULAR U 937 Y U937-TR+ 
 
MATERIALES 
 
 Medio RPMI 1640 Sigma-Aldrich (Cat: R4130. El medio viene en polvo y 
suplementado con L-glutamina y HEPES, 25 mM). 
 Agua desionizada (1,1 L) 
 Solución de NaOH recién preparada 
 Solución de HCl recién preparada 
 Potenciómetro y soluciones de calibración 
 Placa agitadora e imanes 
 Frascos estériles de 500 o 250 ml 
 Tubos falcon estériles (50 ml) 
 Pipetas estériles de 10 ml y 1 ml 
 Micropipetas y puntas (10 – 100 ul) 
 Suero fetal bovino inactivado, libre de micoplasma, para cultivo celular 
 Blasticidina S (stock 5 mg/ml en agua desionizada estéril) 
 Geneticina® (stock 500 mg/ml en agua desionizada estéril) 
 
PRECAUCIONES 
 
El medio en polvo es higroscópico y debe ser protegido de la humedad. Se debe 
utilizar el contenido completo del frasco inmediatamente después de abrirlo. Los 
suplementos se deben agregar antes de la filtración o de manera aséptica al 
medio estéril. La blasticidina S debe almacenarse en alícuotas a -20°C y bajo 
estas condiciones es estable durante 2 meses; solamente puede descongelarse 
una vez. Al descongelar una alícuota, se puede almacenar durante 2 semanas a 
4°C. La Geneticina se almacena en alícuotas a 4°C y es estable durante 2 meses. 
Ambos antibióticos disueltos en el medio completo son estables durante máximo 
dos semanas.  
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Medir el 90% del volumen total requerido de agua desionizada. La 
temperatura del agua debe estar entre 15 y 20ºC. 
2. Mientras se agita suavemente el agua, agregar el medio en polvo. Agitar 
hasta disolver. NO CALENTAR. 
3. Lavar el frasco original con una pequeña cantidad de agua para remover 
todos los restos de polvo. Agregar a la solución del paso 2. 
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NOTA 1: Podría ser necesario disminuir el pH a 4,0 con HCl para disolver 
completamente el producto. Después de que el medio se ha disuelto 
completamente, el pH puede ser elevado a 7,2 con NaOH antes de la adición 
del bicarbonato de sodio. 
 
4. A la solución preparada en el paso 3, agregar 1,5 gramos de bicarbonato de 
sodio, o 20,03 ml de solución de bicarbonato de sodio (7,5% peso/volumen) 
por cada litro de volumen final de medio a preparar. Agitar hasta disolver. 
5. Mientras se agita, ajustar el pH del medio a 7.20 (0,1 – 0,3 unidades de pH 
más abajo del pH deseado, ya que el pH puede subir durante la filtración). 
Se recomienda el uso de HCl 1N o NaOH 1N recién preparado (NO 
UTILIZAR STOCKS VIEJOS YA QUE PROBABLEMENTE ESTÁN 
CONTAMINADOS). 
6. Agregar agua desionizada para completar el volumen final (1L). 
7. Esterilizar inmediatamente por filtración con membrana de 0,22 um de poro. 
8. Dispensar el medio asépticamente en frascos estériles (2 de 500ml o 4 de 
250ml). 
9. Almacenar a 4°C y realizar prueba de esterilidad a todas las alícuotas del 
medio (en incubadora a 37°C durante mínimo dos días). 
10. Una vez confirmada la esterilidad, hacer alícuotas de 45 ml en tubos falcon 
estériles, para evitar la alcalinización del medio al almacenar por períodos 
largos. Se recomienda realizar este procedimiento con la alícuota de 250ml 
(o 500ml) que esté en uso. 
 
11. PREPARACIÓN DE MEDIO RPMI COMPLETO PARA LA LÍNEA 
CELULAR U937: El medio RPMI requiere de la adición de suero fetal 
bovino inactivado al 10%; para ello, agregar 5 ml de suero fetal bovino 
inactivado a la alícuota de 45 ml de medio RPMI que se vaya a utilizar. 
 
12. PREPARACIÓN DE MEDIO SELECTIVO PARA LA LÍNEA CELULAR 
U937 – TR+: Extraer 50 ul de medio RPMI completo de la alícuota de 50 ml 
preparada anteriormente. Agregar 50 ul del stock de blasticidina S y 
mezclar muy bien. La concentración final de blasticidina en el medio es de 
5ug/ml. 
 
NOTA 2: PREPARACIÓN DE SOLUCIONES NaOH y HCl.  
Solución de hidróxido de sodio: En un tubo Falcon de 50 ml, disponer entre 10 
y 15 perlas de NaOH. Agregar 10 ml de agua desionizada y mezclar. Destapar el 
frasco cada 30 segundos para evitar la acumulación de gases producto de la 
reacción exergónica. 
Solución de HCl: Medir 5 ml de agua en un tubo Falcon de 50 ml. Agregar 5 ml 
de HCl puro y mezclar. 
 
NOTA 3: PREPARACIÓN DE MEDIO SELECTIVO PARA CÉLULAS U937-TR+ 
TRANSFECTADAS CON LOS CONSTRUCTOS DE EXPRESIÓN GENERADOS 
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POR LA TECNOLOGÍA GATEWAY®: Para una alícuota de 50 ml de medio RPMI 
1640 completo con blasticidina (5 ug/ml), extraer 75 ul de medio. Posteriormente, 
agregar 75 ul de Geneticina® y mezclar muy bien. La concentración final de 
Geneticina® en el medio es de 750 ug/ml. 
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A.1.2. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LAS LÍNEAS CELULARES U937 Y 
U937-TR+ 
 
MATERIALES 
 
 Medio RPMI 1640 incompleto 
 Medio RPMI 1640 completo 
 Medio RPMI 1640 completo más blasticidina (5ug/ml) 
 Cajas de cultivo celular de 25 mm2 
 PBS 1X estéril, pH 7,4. 
 Alcohol 
 Azul de tripán al 0,4% 
 Cámara de Neubauer 
 Dimetilsulfóxido estéril (DMSO) 
 Tubos falcon estériles (15 ml y/o 50 ml) 
 Viales de 1,5 ml nuevos y estériles 
 Pipetas estériles de 1, 5 y 10 ml 
 Pipeteador 
 Pipetas Pasteur estériles 
 Micropipetas y puntas (1 - 1000 ul) 
 Viales para crioconservación 
 Tanque de isopropanol 
 Centrífuga 
 Microscopio compuesto 
 Microscopio invertido 
 Bomba de vacío 
 Incubadora (37°C, CO2 al 5%). 
 Congelador -70°C 
 Tanque de nitrógeno líquido 
 Cabina de flujo laminar (BSL-2) 
 
PRECAUCIONES 
 
Las células U937 son muy sensibles a cambios de temperatura, presión de CO2 o 
pH del medio. Se debe tratar de mantener las células el menor tiempo posible por 
fuera de la incubadora. En cada caso, debe determinarse la cinética de la línea 
celular para establecer el punto en el que termina la fase exponencial de 
crecimiento del cultivo y hacer los pases respectivos. Las células U937-TR+ 
disminuyen la viabilidad luego de alcanzar la fase estacionaria; el reemplazo del 
medio para estas células debe hacerse máximo cada 3 días, para evitar la 
degradación de la blasticidina. Todos los procedimientos deben llevarse a cabo en 
condiciones de máxima esterilidad (cabina de flujo laminar BSL-2). Para evitar la 
contaminación, no se deben manipular los cultivos con micropipetas, sino con 
pipetas de vidrio estériles, hasta donde sea posible. 
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PROCEDIMIENTO 
 
A. Dilución o reemplazo del medio 
 
1. Los cultivos pueden mantenerse mediante la adición de medio completo 
fresco o el reemplazo total del mismo en condiciones de esterilidad. 
Generalmente, las células U937 se mantienen en cajas de cultivo de 25 
mm2 con un volumen de 5 ml de medio RPMI completo.  
2. Para su mantenimiento, se recomienda diluir el cultivo a una densidad 
de 1*105 células viables/ml, una vez alcance la fase estacionaria.  
3. Para reemplazar el medio, transferir el contenido de la caja a un tubo 
falcon de 15 ml con la ayuda de pipetas de vidrio estériles y centrifugar a 
150g durante 15 minutos.  
4. Eliminar el sobrenadante con la ayuda de pipetas Pasteur estériles y la 
bomba de vacío.  
5. Diluir el pellet en 5 ml de medio RPMI completo y distribuir en el número 
de cajas que sean necesarias.  
6. Completar cada caja a un volumen de 5 ml con medio RPMI completo. 
Se recomienda mantener el cultivo a una densidad máxima entre 1 y 2 
*106 células viables/ml. El medio se reemplaza cada 3 o 4 días o de 
acuerdo con la densidad del cultivo. 
 
NOTA 1: El procedimiento para reemplazar el medio de las células U937-
TR+ es el mismo, con la precaución de utilizar medio selectivo con 
blasticidina en todos los casos. En los casos donde se estén seleccionando 
células resistentes al antibiótico, el exceso de células muertas que puede 
afectar la viabilidad del cultivo, se elimina al centrifugar el cultivo durante la 
mitad del tiempo. 
 
B. Conteo de células y evaluación de la viabilidad del cultivo 
 
1. Agitar suavemente la caja de cultivo y extraer una alícuota de 
aproximadamente 0, 2 ml en un vial de 1,5 ml nuevo y estéril. 
2. En otros dos viales debidamente marcados, medir 450 ul de PBS 1X 
estéril  y 50 ul de azul de tripán al 0,4%, respectivamente. 
3. Con ayuda de micropipeta, mezclar muy bien la alícuota de cultivo, 
tomar 50 ul y transferirlos al vial que contiene el PBS. Mezclar el vial por 
inversión 6 veces y tomar una alícuota de 50 ul de esta dilución. 
4. Transferir la alícuota de 50 ul de la dilución en PBS al vial que contiene 
el azul de tripán y mezclar con micropipeta. 
 
NOTA 1. Esta serie de diluciones da como resultado un factor de 
dilución de 20, que es apropiado para contar cultivos que muestren alta 
densidad; para cultivos con densidades menores, se puede obviar el 
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paso del PBS y se realiza la dilución de 50 ul de cultivo directamente en 
los 50 ul de azul de tripán (factor de dilución igual a 2). El cultivo se 
debe revisar previamente bajo el microscopio invertido para determinar 
su densidad y así establecer el factor de dilución apropiado para el 
conteo.  
 
5. Tomar 11 ul de la dilución del cultivo con azul de tripán y cargar por 
capilaridad la cámara de Neubauer por ambos lados. Incubar durante 3 
minutos y realizar la observación al microscopio.  
6. Realizar el conteo de las células, diferenciando entre células viables y 
no viables. Las células viables se ven refringentes, mientras que las no 
viables se colorean de azul. Para estas células, el conteo se puede 
hacer en aumento de 10X, con la mayor intensidad de luz y el diafragma 
del microscopio casi cerrado; si existe alguna duda, se puede hacer la 
observación a 40X, con la precaución de abrir el diafragma. El conteo se 
realiza sobre la cuadrícula de mayor tamaño que se localizan en la parte 
más externa de la rejilla. 
7. Calcular el número total de células por ml, multiplicando el promedio de 
células enumeradas por el factor de dilución y por el factor de la cámara, 
que para este caso es de 104. Realizar el mismo cálculo para las células 
no viables 
8. Calcular el porcentaje de viabilidad del cultivo, de acuerdo con los 
resultados obtenidos en el paso anterior. 
 
NOTA 2. El conteo de las células se puede dificultar por la presencia de 
precipitados en el azul de tripán, por lo cual, el colorante debe filtrarse 
periódicamente. 
 
C. Preservación de los cultivos 
 
1. Realizar el conteo del cultivo que se va a preservar.  Calcular el número 
de viales necesarios para hacer alícuotas de 1 ml a una concentración 
de 2,5 *106 células/ml. Centrifugar y retirar el medio consumido como si 
se fuera a reemplazar por medio fresco. 
 
NOTA 1. No se debe congelar la totalidad del cultivo; se debe dejar una 
alícuota del cultivo en crecimiento mientras se asegura que el proceso de 
preservación fue exitoso. Una vez se compruebe la viabilidad del lote 
congelado, se puede congelar o eliminar esta alícuota. 
 
2. Mezclar el pellet con el volumen de medio para congelamiento necesario 
para llenar el número de viales calculados en el paso 1. El medio de 
congelamiento se prepara utilizando medio RPMI completo y 
adicionándole asépticamente DMSO al 5%. 
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NOTA 2. Este mismo medio de congelamiento sirve para las células U937-
TR+. No se recomienda congelar las células en presencia de blasticidina. 
 
3. Distribuir rápidamente el cultivo en los viales para criopreservación 
marcados con el número consecutivo que se lleva en la planilla 
electrónica del laboratorio. En esta planilla se consignan los datos de 
consecutivo, descripción del contenido del vial, número de pase de las 
células, viabilidad al momento de congelar, fecha de congelación, fecha 
de descongelación, viabilidad al momento de descongelar, ubicación en 
el tanque de nitrógeno y responsable del proceso. 
 
NOTA 3. El DMSO es tóxico para las células, por lo cual el proceso de 
dispensar el cultivo en los viales y llevarlos al congelador de -70°C debe 
hacerse rápidamente. Cuando no están en uso, el tanque de isopropanol 
debe permanecer a 4°C  y se debe reemplazar su contenido luego de cinco 
usos. 
 
4. Ubicar los crioviales en el tanque de isopropanol y llevarlos al 
congelador de -70°C entre 12 y 24 horas. 
5. Sacar los crioviales del congelador y llevarlos rápidamente al termo de 
nitrógeno líquido. 
6. Determinar el éxito de la conservación lo más pronto posible. Para ello, 
se descongela uno de los viales del lote que se procesó y se mide su 
viabilidad. 
Para descongelar: 
7. Servir 5 ml de medio RPMI incompleto en un tubo falcon de 15 ml en 
condiciones estériles. 
8. Sacar con precaución el vial del nitrógeno líquido y depositarlo en un 
vaso de precipitado estéril. 
9. Introducir el vaso con el vial en la incubadora de 37°C durante un 
minuto. 
10. Llevar el criovial a la cabina de flujo laminar y limpiar cuidadosamente la 
superficie del mismo con alcohol. Mantener el vial entre las manos hasta 
que el contenido se descongele completamente. 
11. Transferir rápidamente el contenido del criovial al tubo falcon con medio 
RPMI incompleto. Centrifugar 15 minutos a 150 g. 
12. Eliminar el sobrenadante y mezclar el pellet celular con 5 ml de medio 
RPMI completo. Incubar bajo condiciones estándar y determinar la 
viabilidad. Registrar en la planilla la fecha de descongelación y la 
viabilidad del cultivo. Por cada vial descongelado, se debe amplificar el 
cultivo y reemplazarlo con tres nuevos viales. 
 
NOTA 4. Para descongelar células U937-TR+ se sigue el mismo 
procedimiento. El medio selectivo con blasticidina se adiciona 24 horas 
después de descongelarlas y la viabilidad se determina luego de 48 horas. 
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El mismo procedimiento aplica para las células transfectadas resistentes a 
blasticidina y Geneticina®. 
 
 
PREPARACIÓN DEL AZUL DE TRIPÁN 0,4% (w/v) EN PBS (50 ml) 
 
1. Disolver 0,2 g de azul de tripán en 30 ml de agua desionizada 
2. Agregar 5 ml de PBS 10X, pH 7,4 estéril 
3. Completar a 50 ml con agua desionizada 
4. Pasar la solución a través de papel filtro y conservar a 4°C. 
 
Nota: La solución está en una concentración 2X; se debe mezclar vol:vol 
con la suspensión de células. 
 
PREPARACIÓN DE PBS 10X pH 7,4  
 
1. Disolver en 800 ml de agua desionizada: 
 
80 g de NaCl 
2 g de KCl 
2,4 g de KH2PO4 
14,4 g de Na2HPO4 
 
2. Ajustar el pH a 7,4. Completar a un volumen de 1 litro con agua 
desionizada. 
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A.1.3. DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS U937 Y U937-TR+ A MACRÓFAGOS  
 
MATERIALES 
 
 Cultivo de monocitos U-937 o U-937-TR+ en fase exponencial de 
crecimiento. 
 Medio RPMI 1640 completo 
 Solución de azul de tripán al 0,4% 
 PBS estéril pH 7,4 
 Viales nuevos de 1,5 ml estériles 
 Placas de 6 pozos para cultivo celular  
 Solución de PMA (Alícuota 0,05 mg/ml = 50 ug/ml en DMSO) (-20°C) 
 Laminillas nuevas 
 Pinzas de punta fina estériles 
 Pipetas de vidrio de 1 ml 
 Micropipeta y puntas (1 - 200 ul). 
 Mechero 
 Colorante de Giemsa 
 Metanol 
 Láminas portaobjetos 
 Esmalte transparente o pegante para preparados microscópicos. 
 Cabina de flujo laminar (BSL-2) 
 
PRECAUCIONES 
 
1. Mantener encendido el mechero dentro de la cabina durante el menor 
tiempo posible y flamear muy rápidamente la laminilla para evitar que se 
rompa. 
2. Una vez descongelada la alícuota de PMA, hacer alícuotas de 20 ul y 
guardarlas a -20°C  para evitar repetir los ciclos de congelación y 
descongelación.  
3. Las células TR+ se trabajan de la misma forma, excepto que se cultivan 
en medio RPMI completo con 5 ug/ml de blasticidina. 
 
PROCEDIMIENTO (Para sembrar un pozo de la caja de cultivo)  
 
1. Esterilizar las laminillas y las pinzas de punta fina en la cabina de flujo 
laminar durante 15 minutos por medio de luz ultravioleta.  
2. Realizar el conteo del cultivo de monocitos U-937 y medir su viabilidad. 
Si el cultivo tiene una viabilidad mayor del 90%, se preparan 2 ml de una 
dilución de 1,25 * 105 células/ml. Esta es la dilución a la cual se hará la 
siembra en las placas de cultivo. 
3. Con las pinzas de punta fina, tomar una laminilla de vidrio y flamearla 
rápidamente en el mechero (Un segundo por cada lado incluyendo el 
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punto de agarre de la pinza). Colocar la laminilla estéril en el centro de 
una caja de petri. 
4. Generar una suspensión de 2ml de 1,25 * 105 células/ml en medio 
completo y dispensarlas cuidadosamente en la placa que contiene la 
laminilla estéril. 
5. Dispensar 2 ul de la solución stock de PMA 50 microgramos/ml en 
DMSO (concentración final 50 ng/ml) y mezclar cuidadosamente 
mediante rotación de la placa durante 30 segundos. 
6. Cultivar bajo condiciones normales durante mínimo 5 días y verificar el 
cambio morfológico asociado a la diferenciación mediante tinción con 
Giemsa. 
 
 
TINCIÓN DE GIEMSA 
 
1. Mezclar 1 parte de colorante de Giemsa con 9 partes de buffer para 
coloración de Giemsa. Utilizar micropipeta para esta medición, ya que 
pequeñas variaciones en el volumen de la mezcla se reflejan en la 
intensidad de la coloración. 
2. Extraer el medio del pozo de la placa de cultivo. Adicionar 300 ul de 
metanol de manera que cubra la superficie de la laminilla. Dejar secar. 
3. Adicionar el colorante de Giemsa preparado en el paso 1 y dejar actuar 
durante 15 minutos. Lavar con agua corriente hasta eliminar 
completamente el exceso de colorante. Dejar secar. 
4. Pegar la laminilla a una lámina portaobjetos (la cara donde las células 
están adheridas debe quedar hacia arriba) y realizar las observaciones 
al microscopio. 
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A.1.4. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES (One Shot® Top 10 
y Library Efficiency® DB3.1™ Competent Cells – Invitrogen)   
 
MATERIALES 
 
 Vial de células E. coli competentes (-70°C) 
 DNA plasmídico para la transformación 
 Plásmido control pUC19 
 Viales de 1,5 ml nuevos 
 Medio LB, pH 7,0 
 Medio LB bajo en sales, pH 7,0 
 Placas de agar LB con el antibiótico de selección 
 Medio S.O.C 
 Buffer TE 
 Soluciones stock de antibióticos de selección (kanamicina 10 mg/ml, 
ampicilina 10 mg/ml, cloranfenicol, tetraciclina 1mg/ml) 
 Hielo 
 Cajas de Petri 
 Asa de Drigalski o rastrillo 
 Asa bacteriológica redonda 
 Tubos para cultivo de bacterias de 10 ml. 
 Baño serológico (42°C) 
 Cabina de flujo laminar 
 Incubadoras a 37°C para cultivos bacterianos con y sin agitación constante 
 Autoclave 
 
PRECAUCIONES 
 
Las células químicamente competentes son muy susceptibles a la manipulación, 
cambios de temperatura y lisis mecánica por el pipeteo. Las células competentes 
se deben descongelar en hielo y ser transformadas inmediatamente, agregando el 
DNA al tubo con las células y mezclándolo con la punta de la pipeta, sin pipetear. 
Para transformar bacterias con algunos plásmidos del kit, se requiere que las 
bacterias crezcan en medio LB bajo en sales. 
 
Los antibióticos deben manipularse con cuidado y utilizando todos los elementos 
de protección personal. Muchos de ellos son sensibles a la luz, así que las 
soluciones stock y los medios de cultivo deben protegerse de la exposición directa 
a cualquier fuente lumínica. 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Equilibrar el baño maria a 42°C. 
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2. Sacar el medio SOC y el medio LB de la nevera y dejarlos a temperatura 
ambiente. Sacar las cajas de agar LB de la nevera y dejarlas 
destapadas en las condiciones de esterilidad de la cabina de flujo 
laminar durante 30 minutos. 
3. Incubar las placas de agar LB selectivo a 37°C durante 30 minutos. Si 
se va a utilizar el plásmido pUC19 como control, por lo menos una de 
las placas debe contener ampicilina (100ug/ml). 
4. Sacar las células E. coli competentes y dejarlas en hielo (un tubo por 
cada transformación). 
5. Agregar 1 ul de DNA (10 pg) en el tubo de células E. coli y mezclar 
suavemente mediante rotación del tubo  (no pipetear). Para el plásmido 
control, agregar 1 ul (10 pg de DNA) en un vial separado de células One 
Shot y mezclar suavemente. 
6. Incubar los tubos en hielo durante 30 minutos. 
7. Transferir el tubo a un baño de agua a 42°C durante 30 segundos, sin 
agitar. 
8. Colocar el tubo en hielo durante 2 minutos. 
9. Agregar asépticamente 250 ul  de medio SOC atemperado a cada tubo 
con las células transformantes. 
10. Cerrar muy bien el tubo e incubar horizontalmente en agitación a 37°C 
por una hora a 225 rpm.  
11. Sembrar cinco placas de agar LB con antibiótico con los cultivos 
transformados como se explica a continuación.  
 
a. Placa 1: 50 ul del cultivo puro. 
b. Placa 2: 50 ul del cultivo a una dilución de 1:5 en medio 
LB (10 ul de cultivo más 40 ul de medio LB). 
c. Placa 3: Centrifugar el cultivo restante y diluir en 50 ul de 
medio LB. Sembrar la totalidad del cultivo en la placa.  
d. Placa 4: Sembrar 50 ul de la mezcla de transformación 
del plásmido control pUC19. 
e. Placa 5: Sembrar 50 ul de una dilución 1:10 de la mezcla 
de transformación del plásmido control pUC19 (tomar 100 
ul de la mezcla de transformación y agregarlos a 900 ul 
de medio LB). 
 
12. Luego de sembrar, las placas se incuban a 37°C durante toda la noche. 
Las diluciones se hacen con el fin de garantizar que por lo menos en 
una de las placas las colonias crezcan suficientemente aisladas. 
 
13. Seleccionar las colonias y analizarlas mediante aislamiento de 
plásmidos. La extracción se realizará con minipreps, en primera 
instancia. 
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CONTROL POSITIVO 
Transformar células competentes con el plásmido control que contenga un 
gen de resistencia a antibióticos (en este caso pUC19 presenta resistencia 
a ampicilina). Sembrar estas células un placas de agar LB con el antibiótico 
(100 ug/ml para ampicilina). Comparar el número de colonias obtenidas con 
el plásmido control y el plásmido de interés para determinar la eficiencia de 
la transformación. 
 
CONTROL NEGATIVO 
Transformar células con 20 ul de TE. Sembrar mínimo 200 ul de la mezcla 
de transformación en una placa de agar con el antibiótico relevante. La 
ausencia de colonias en las placas indica que el antibiótico está 
funcionando. 
 
CONTROLES DEL ENSAYO 
A. Sembrar células E. coli químicamente competentes sin transformar en 
una placa con agar LB sin antibiótico. 
B. Dejar una placa con agar LB sin antibiótico sin inocular para comprobar 
la esterilidad del medio. 
 
CÁLCULO DE LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACIÓN 
La eficiencia de transformación se expresa como el número de unidades 
formadoras de colonias (ufc) por ug de DNA plasmídico. El volumen total de 
la mezcla de transformación es de 300 ul. 
 
# colonias/10 pg DNA pUC19 * 106/ug * 300 ul (volumen total)/ X ul 
sembrados * factor de dilución 
 
NOTA 1. Las placas con agar selectivo tienen una vida media de 2 
semanas a 4°C, antes de que el antibiótico se degrade. Si se requiere 
utilizar las placas luego de este tiempo, se debe agregar 100 ul del 
antibiótico en la dosis selectiva al agar en condiciones asépticas y 
distribuirlo uniformemente por toda la superficie. Dejar secar las placas en 
la cabina de flujo laminar y continuar con el procedimiento descrito.  
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TABLA A1. PLÁSMIDOS DEL KIT Y ANTIBIÓTICOS DE SELECCIÓN 
 
NOMBRE 
ANTIBIÓTICO DE 
SELECCIÓN EN 
PROCARIOTES 
BACTERIA PARA 
PROPAGACIÓN 
pUC19 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
pT-REx-DEST30 
Ampicilina 
100 ug/ml 
Library Efficiency® 
DB3.1™ Competent 
Cells 
pcDNA™6/TR 
Ampicilina 
100 ug/ml 
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
pDONR™221 
Kanamicina 
50ug/ml 
Library Efficiency® 
DB3.1™ Competent 
Cells 
pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-miR-
neg control 
Blasticidina en medio 
LB bajo en sales 
(100ug/ml) o 
Espectinomicina en 
medio LB  
One Shot® TOP10 
Chemically 
Competent E. coli 
 
REACTIVOS 
 
MEDIO LB 
Triptona 10 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 10 g 
Agua Completar a un litro 
Esterilizar en autoclave   
 
AGAR LB 
Triptona 10 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 10 g 
Agua Completar a un litro 
Agar: para agar LB 1,5% 15 g 
           para agar LB 0,7% 7 g 
Esterilizar en autoclave  
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Justo antes de esterilizar, agregar el agar. Luego de esterilizar, agitar el 
medio suavemente para distribuir el agar fundido de manera uniforme a 
través de la solución. Antes de agregar los antibióticos o de servir en las 
cajas de Petri, el medio debe estar a una temperatura aproximada de 50°C 
(se puede manipular confortablemente). Mezclar antes de servir. 
Servir las placas en una cabina de flujo laminar o en una superficie limpia 
cerca de un mechero. Dejar secar las placas en una cabina de flujo laminar 
durante una hora sin tapa, o invertidas y con las tapas puestas a 
temperatura ambiente durante toda la noche. Las placas se pueden 
almacenar invertidas a 4°C en un cuarto oscuro o envueltas en papel 
aluminio para preservar los antibióticos sensibles a la luz. No almacenar 
durante más de un mes, ya que los antibióticos se pueden degradar. Marcar 
las placas con la fecha y el antibiótico utilizado. 
 
MEDIO LB BAJO EN SALES 
 
Triptona 10 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 5 g 
Agua Completar a un litro 
 
 
AMPICILINA 
Diluir 200 mg de ampicilina en 20 ml de agua estéril en condiciones de 
esterilidad. Filtrar por membrana de 0,22 um de diámetro de poro. 
Almacenar en alícuotas de 100 ul a -20°C. La concentración de trabajo es 
de 100 ug/ml. 
 
KANAMICINA 
Diluir 100 mg de ampicilina en 10 ml de agua estéril en condiciones de 
esterilidad. Filtrar por membrana de 0,22 um de diámetro de poro. 
Almacenar en alícuotas de 100 ul a -20°C. La concentración de trabajo es 
de 50 ug/ml. 
 
CLORANFENICOL 
Diluir 100 mg de cloranfenicol en 5 ml de etanol puro grado molecular. 
Hacer alícuotas de 100 ul y almacenar a -20°C. La concentración de trabajo 
es de 30 ug/ml 
 
TETRACICLINA 
El kit contiene un vial de tetraciclina líquida a una concentración de 1 ug/ml. 
La concentración de trabajo para selección de transformantes es de 20 
ug/ml. 
 
BLASTICIDINA 
86 
 
Disolver el contenido del frasco (5 mg) en 1 ml de agua desionizada estéril. 
Humedecer previamente un filtro de 0,22 um de diámetro de poro con agua 
destilada estéril y expulsar el exceso de agua con una jeringa. Filtrar el 
antibiótico diluido y guardar alícuotas de 100 ul a -20°C. 
 
BUFFER TE, pH 7,4 
 
Tris-Cl 1M, pH 7,4 10 ml 
EDTA 0,5M, pH 8,0 2 ml 
 
 
 
 Tris-Cl 1M 
Tris base 121,1 g 
Agua Completar a 1 litro 
Ajustar al pH deseado con HCl. 
 
 EDTA 0,5M pH 8,0 
EDTA.2H2O 186,1 g 
Agua Completar a 1 litro. 
NaOH  Aprox. 20 g 
 
Ajustar el pH a 8,0 con NaOH. El EDTA no se disolverá hasta que el pH 
de la solución esté cercano a 8,0 
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A.1.5. GENERACIÓN DE CONSTRUCTOS DE EXPRESIÓN miRNA-TRex A 
PARTIR DE LOS PLÁSMIDOS pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid  Y LMNA-Control Vector, POR MEDIO DE LA TECNOLOGÍA 
GATEWAY®. 
 
a. LINEARIZACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS PARA LA REACCIÓN BP 
 
MATERIALES 
 
 pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control plasmid 
 pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR LMNA-Control Vector 
 Kit Gateway® Technology with Clonase™ II (Cat: 12535-029 y 
12535-037 de Invitrogen). 
 Enzima de restricción EagI y 10X NE 4 buffer (viene con la enzima)  
 Viales de 1,5 ml nuevos 
 Micropipetas y puntas (1-1000 ul) 
 Agua grado miliQ 
 Tanque de isopropanol lleno de alcohol enfriado previamente a -20°C 
 Hielo 
 Microcentrífuga 
 Baño serológico a 37°C y 65°C. 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Para realizar la recombinación BP utilizando un plásmido sustrato 
con la secuencia attB, se recomienda linearizar el plásmido 
utilizando una enzima de restricción. En este caso, se utiliza la 
enzima EagI, que corta en la posición 3089 de los plásmidos 
pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR LMNA-Control Vector y 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control plasmid 
2. Preparar las siguientes mezclas de reacción en 2 viales de 1,5 ml: 
 
TUBO 1:  pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-miR-neg control 
plasmid 
 
TUBO 2:  pcDNA6.2™-
GW/EmGFP-miR LMNA-
Control Vector 
REACTIVO 
VOLUMEN 
(ul) 
 REACTIVO 
VOLUMEN 
(ul) 
Agua grado 
miliQ 
38,5  
Agua grado 
miliQ 
38,5 
10X NEBuffer 4 5  10X NEBuffer 4 5 
pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-
miR-neg control 
plasmid 
6  
pcDNA6.2™-
GW/EmGFP-
miR LMNA-
Control Vector 
6 
88 
 
(0,5μg/μl)** (0,5μg/μl)** 
Enzima de 
restricción EagI-
HF 
0,5  
Enzima de 
restricción EagI-
HF 
0,5 
Volumen final de 
reacción 
50  
Volumen final de 
reacción 
50 
 
 
* * PRECAUCIONES 
 
 Mezclar los componentes antes de la adición de la enzima de 
restricción mediante pipeteo de la mezcla de reacción o golpeando 
suavemente el tubo con el dedo. A continuación, realizar un spin-
down rápido en una microcentrífuga. No pasar la mezcla por vórtex. 
 Utilizar una solución de etanol (40% volumen/volumen) enfriada 
previamente a -20°C en el tanque de isopropanol para transportar las 
enzimas de restricción.  
 La mezcla de reacción y los reactivos deben permanecer en hielo 
cuando no están en el congelador.  
 La enzima de restricción debe ser el último componente agregado a 
la reacción.  
 
3. Incubar la mezcla de reacción a 37°C durante una hora en un 
baño serológico. 
4. Inactivar la reacción por incubación de la mezcla a 65°C durante 
20 minutos en un baño serológico. 
5. Mantener la mezcla en hielo hasta que se lleve a cabo la 
purificación del DNA linearizado. 
 
b. PURIFICACIÓN DEL DNA PLASMÍDICO LINEARIZADO POR EL 
MÉTODO DE PRECIPITACIÓN CON ALCOHOL (Current Protocols in 
Molecular Biology) 
 
MATERIALES 
 
 DNA plasmídico linearizado 
 Buffer TE, pH 8,0 
 Acetato de sodio 3M 
 Etanol grado molecular al 100% enfriado previamente a 4°C 
 Etanol grado molecular al 70% 
 Microcentrífuga 
 Hielo 
 Micropipetas y puntas (1-1000 ul). 
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PROCEDIMIENTO 
 
1. Agregar acetato de sodio 3M a la solución de DNA obtenida en el paso 
anterior. La cantidad de acetato de sodio agregado corresponde a la 
décima parte del volumen total de DNA en el tubo. Pasar brevemente la 
mezcla por vórtex o golpear el tubo varias veces con los dedos. 
 
NOTA 1. Si la solución de DNA contiene alta concentración de NaCl o de 
acetato de sodio (0,3 -0,5M), no se recomienda agregar más sales, sino 
que es aconsejable hacer las diluciones necesarias para mantener las 
concentraciones de sales por debajo de 0,5M. Si la concentración de DNA 
es muy alta (>50 - 100 µg/ml), la precipitación es instantánea a temperatura 
ambiente.  
 
2. Agregar etanol al 100% enfriado en hielo a la mezcla de DNA y acetato 
de sodio. La cantidad de etanol agregada debe ser igual a 2,5 veces el 
volumen de la mezcla de DNA y acetato de sodio; en este caso, se 
agregan 137,5 ul de etanol. Mezclar en vórtex y llevar a -70°C entre 15 
minutos y una hora. 
 
NOTA 2. Este paso de precipitación se puede lograr manteniendo el tubo 
en hielo seco picado durante mínimo 5 minutos, o a -20°C por mínimo 30 
minutos.   
 
3. Centrifugar 5 minutos a velocidad máxima (mínimo 10000g) a 
temperatura ambiente y remover el sobrenadante. 
 
NOTA 3.  Para pellets grandes, el sobrenadante se puede decantar. Para 
pellets pequeños (< 1 ug), se debe retirar el medio con micropipeta o pipeta 
Pasteur, inclinando ligeramente el tubo para facilitar esta operación; se 
debe tener cuidado de no tocar el pellet. 
 
4. Agregar 1 ml de etanol al 70% a temperatura ambiente. Invertir el tubo 
varias veces y centrifugar nuevamente como en el paso 3. Si las 
moléculas de DNA que se están precipitando son muy pequeñas (<200 
bases), en este paso se debe utilizar etanol al 95%. 
5. Repetir el lavado como en el paso 4. 
6. Remover el sobrenadante como se describió en el paso y la nota 3. 
Dejar el vial invertido a temperatura ambiente durante mínimo 15 
minutos o hasta que se seque completamente. El pellet no se pega bien 
a las paredes del tubo luego del lavado con etanol al 70%, por lo que se 
debe tener cuidado al retirar el sobrenadante en este paso. 
7. Centrifugar 30 segundos a máxima velocidad (mínimo 10000g). 
8. Disolver el DNA en buffer TE, pH 8,0 a una concentración final entre 50-
150 ng/ul. En este caso se disolvió en 20 ul de buffer TE. 
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9. Realizar una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, comparando el 
DNA digerido con los plásmidos sin digerir, para comprobar la presencia 
de un fragmento de 5,7 kb y determinar la concentración de DNA. 
 
c. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS Y CONTROLES PARA LA 
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA (0,8%). 
 
MATERIALES 
 Buffer de carga 6X 
 Agua grado miliQ estéril 
 
1. Mezclar las muestras y los patrones de peso molecular con buffer de 
carga 6X y agua grado miliQ, de acuerdo con lo anotado en la siguiente 
tabla. 
 
CARRIL 
# 
MUESTRA 
VOLUMEN 
MUESTRA DNA 
(µl) 
VOLUMEN 
AGUA 
GRADO miliQ 
VOLUMEN 
DE BUFFER 
DE CARGA 
6X 
1 
TrackIt™ λ DNA/Hind III 
Fragments – 250 ng 
5   
2 
TrackIt™ λ DNA/Hind III 
Fragments – 125 ng 
5  1 
3 
TrackIt™ λ DNA/Hind III 
Fragments – 62,5 ng 
5,0  1,0 
4 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-
miR-neg control plasmid 
digerido 
1,0 4,0 1,0 
5 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-
miR-neg control plasmid no 
digerido 
0,5 4,5 1,0 
6 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-
miR-LMNA plasmid 
digerido 
1,0 4,0 1,0 
7 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-
miR-LMNA plasmid no 
digerido 
0,5 4,5 1,0 
 
 
d. REACCIÓN DE RECOMBINACIÓN BP – GENERACIÓN DEL CLON DE 
ENTRADA 
 
La reacción BP se realiza entre un plásmido con las secuencias attB y un 
vector donador, para transformar bacterias competentes y extraer DNA 
plasmídico de los clones de entrada. En la reacción se incluye un control 
positivo (plásmido pEXP7-tet positive control, incluido en el kit). El control 
negativo se genera mediante la mezcla de todos los reactivos, excepto la 
mezcla enzimática que cataliza la reacción (BP Clonase™ II).  
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El plásmido pEXP7-tet es un fragmento linear de 1,4 Kb que posee sitios 
attB a lado y lado de un gen que confiere resistencia a la tetraciclina y de su 
promotor (Tcr). Si se utiliza este plásmido en una reacción BP con un vector 
donador, el resultado será la generación de clones de entrada que 
expresan el gen de resistencia a la tetraciclina. La eficiencia de la 
recombinación se detecta al sembrar bacterias transformadas en placas de 
agar LB con 20 ug/ml de tetraciclina. 
 
MATERIALES 
 Placas de agar LB con 20 ug/ml de tetraciclina 
 Placas de agar LB con 30 ug/ml de cloranfenicol 
 Plásmidos attB linearizados y cuantificados; consultar el paso previo 
para saber la cantidad que se debe utilizar en la reacción. 
 pDONRTM 221. Es uno de los componentes del kit; se debe 
resuspender en agua desionizada para llegar a una concentración de 
150 ng/ul. 
 Kit BP Clonase™ II enzyme mix (mantener a  -20°C hasta su uso). 
 Buffer TE, pH 8,0 (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) 
 Solución de proteinasa K 2ug/ul (contenida en el kit BP Clonase™ II 
enzyme mix. Se debe descongelar y mantener en hielo en el 
momento de utilizarla). 
 pEXP7-tet positive control (50 ng/μl; contenido en el kit BP 
Clonase™ II enzyme mix). 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Determinar las cantidades estequiométricas del plásmido con secuencia 
attB y del vector donor para usar en la reacción. Para ello, se tienen en 
cuenta las siguientes consideraciones para un volumen de reacción final de 
20 ul. 
 
 Cantidades equimolares del plásmido attB linearizado y del vector 
donador. 
 50 femtomolar (fmol) del plásmido linearizado y 50 fmol del vector 
donador; la cantidad puede variar entre 20 y 50 fmol para cada uno 
de ellos. En este caso, se utilizó el vector donador pDONR™221, 
para el cual, 50 fmol equivalen a 150 ng. 
 El plásmido donador no debe superar una concentración mayor de 
250 ng en 10 ul de reacción. 
 La fórmula para convertir fmol a nanogramos de DNA es la siguiente:  
 
ng = (fmol)(N)(660fg/fmol)(1ng/106fg), donde N es el tamaño del DNA en pares de 
bases. 
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En este caso, el cálculo queda de la siguiente forma 
ng DNA =  (50fmol)(5759bp)(660fg/fmol)(1ng/106fg)=190,05ng del plásmido 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control plasmid linearizado.  
 
Como el plásmido  pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR LMNA-Control Vector 
tiene el mismo tamaño, la cantidad de ng es la misma para ambos (190,05 
ng). 
 
 
2. Preparar las siguientes mezclas de reacción: 
 
MARCA EN 
VIAL 
A B C D E 
COMPONENT
ES 
miRNA-
Neg-Con 
(~20ng/μl) 
miRNA-
LMNA 
(~100ng/μl) 
CONTR
OL 
POSITI
VO 
CONTROL 
NEGATIVO 
miRNA-Neg-
Con 
(~20ng/μl) 
CONTROL 
NEGATIVO 
miRNA-
LMNA 
(~100ng/μl) 
Plásmido attB 
(25-50 fmol) 
(190ng) 
7μl 2μl  7μl 2μl 
pDONR™ 
vector (150 
ng/μl) 
1μl 1μl 1μl 1μl 1μl 
pEXP7-tet 
positive 
control (50 
ng/μl) 
- - 2μl - - 
TE Buffer, pH 
8.0 
- 
Completar a 
8μl 
5μl 
Completar a 
10μl 
Completar a 
10μl 
 
 
3. Sacar la BP Clonase™ II enzyme mix de la nevera de -20°C y descongelar 
en hielo (alrededor de 2 minutos) 
4. Pasar la BP Clonase™ II enzyme mix por vórtex dos veces durante dos 
segundos en cada ocasión.  
5. Agregar 2 ul de Clonase™ II enzyme mix a los viales de las muestras y el 
control positive. No lo agregue a los viales de controles negativos. Mezclar 
bien por vórtex dos veces (2 segundos en cada ocasión). Congelar 
nuevamente la BP Clonase™ II enzyme mix inmediatamente después de 
utilizarla (-20°C). 
6. Incubar la reacción a 25°C durante 18 horas. 
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7. Agregar 1ul de la solución de Proteinasa K a cada reacción. Incubar a 37°C 
durante 10 minutos. 
8. Transformar células competentes con los productos de cada reacción. Los 
productos de la reacción BP se pueden guardar durante máximo una 
semana a -20°C si así se requiere. Sembrar las colonias transformadas en 
placas de agar LB con 50 ug/ml de kanamicina. 
9. Seleccionar 6 de las colonias y amplificarlas para realizar la extracción de 
DNA por miniprep en 3 ml de medio LB con kanamicina (50ug/ml). Durante 
el momento de la amplificación, sembrar masivamente una muestra de 
cada caldo de cultivo en placas de agar LB con cloranfenicol (30 ug/ml). Al 
siguiente día se escogen los verdaderos recombinantes, que son aquellos 
que crecen en el medio con kanamicina pero no son capaces de crecer en 
el medio con cloranfenicol. 
10. Extraer el DNA de las bacterias transformadas que no crecieron en las 
placas con cloranfenicol para obtener el vector de entrada para cada uno de 
los plásmidos. 
11. Comprobar la eficiencia de la extracción por medio de electroforesis en gel 
de agarosa y confirmar el tamaño del vector esperado. Para el plásmido 
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control plasmid, el fragmento entre los 
sitios attB1 y attB2 es de 996 pb. En el plásmido pDNOR221, el fragmento 
entre los sitios attP1 y attP2 es de 2414 pb. Entonces, el tamaño esperado 
del vector de entrada, formado por la recombinación de ambos plásmidos 
será (4761-2414+996) = 3343 pb. Se puede confirmar el tamaño del vector 
linearizado por medio de la digestión con la enzima SapI y comparándolo 
con el vector pDNOR221 (4761bp) sin digerir. 
 
Para el plásmido pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR LMNA-Control Vector, el 
tamaño esperado del vector de entrada es el mismo (3343 pb), ya que las 
características son similares a las descritas para el plásmido anterior. 
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e. REACCIÓN DE RECOMBINACIÓN LR – GENERACIÓN DEL CLON DE 
EXPRESIÓN 
 
Una vez se obtienen los clones de entrada a partir de la reacción BP, se 
realiza la reacción de recombinación LR entre estos clones y un vector de 
destino (pT-REx-DEST30), para posteriormente transformar bacterias 
competentes con las diferentes mezclas de reacción.  
 
El control positivo de la reacción LR se lleva a cabo con el plásmido 
pENTR™-gus positive control, el cual está contenido en el kit LR Clonase™ 
II Enzyme Mix. En una reacción de recombinación LR de este plásmido con 
un vector destino apropiado, se generan clones de expresión que contienen 
el gen que codifica para la  β-glucuronidasa. 
 
MATERIALES 
 Placas de agar LB con 100 ug/ml de ampicilina 
 Placas de agar LB con 30 ug/ml de cloranfenicol. 
 DNA plasmídico purificado de cada uno de los clones de entrada (50 
– 150 ng/ul en buffer TE, pH 8,0). No es necesario linearizar. 
 Vector destino de elección (150 ng/μl en buffer TE, pH 8.0). En este 
caso, el pT-REx-DEST30 fue preparado inicialmente a una 
concentración de 1ug/ul. Para realizar la recombinación LR, se 
prepara un stock de 150 ng/ul diluyendo 2 ul del plásmido en 11,3 ul 
de agua grado miliQ. 
 Kit LR Clonase™ II enzyme mix (mantener a  -20°C hasta antes de 
utilizar). 
 Buffer TE, pH 8.0 (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM). 
 Solución de Proteinasa K (2 μg/μl, contenida en el kit LR Clonase™ 
II enzyme mix; descongelar y mantener en hielo en el momento de 
usarla). 
 pENTR™-gus positive control (50 ng/μl; incluido en el kit LR 
Clonase™ II enzyme mix). 
 One Shot® OmniMAX™ 2-T1R Chemically Competent E. coli 
 Medio S.O.C. (incluido en el kit) 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Determinar la cantidad necesaria de DNA del vector de entrada para 
realizar la reacción LR. El cálculo se hace de acuerdo con las 
condiciones y la ecuación descritas para la reacción BP (Paso 1 del 
procedimiento). En este caso: 
(50fmol)(3343bp)(660fg/fmol)(1ng/106fg)=110 ng de DNA para cada uno 
de los plásmidos de entrada (la cantidad es la misma para ambos 
plásmidos porque son del mismo tamaño).  
2. Preparar las siguientes mezclas de reacción: 
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MARCA EN 
VIAL 
LR-A LR-B LR-C LR-D LR-E 
COMPONENTES 
miRNA-
Neg-Con 
miRNA-
LMNA 
CONTROL 
POSITIVO 
NEGATIVE 
CONTROL 
miRNA-Neg-
Con 
CONTROL 
NEGATIVO 
miRNA-
LMNA 
Entry clone (50-
150 ng) (110 ng) 
7μl 7μ - 7μl 7μl 
pT-REx-DEST30 
vector (150 ng/μl) 
1μl 1μ 1μl 1μl 1μl 
pENTR™-gus 
positive control 
(50 ng/μl) 
- - 2μl - - 
TE Buffer, pH 8.0 
Completar 
a 8μl 
Completar 
a 8μl 
5μl 
Completar a 
10μ 
Completar a 
10μl 
 
3. Sacar el kit LR Clonase™ II enzyme mix de la nevera de -20°C y 
descongelar en hielo (aproximadamente 2 minutos). 
4. Pasar la LR Clonase™ II enzyme mix por vórtex dos veces durante dos 
segundos en cada ocasión. 
5. Agregar 2 ul de LR Clonase™ II enzyme mix a los viales de las 
muestras y el control positive. No agregar a los viales de controles 
negativos. Mezclar bien por vórtex dos veces (2 segundos en cada 
ocasión). Congelar nuevamente la LR Clonase™ II enzyme mix 
inmediatamente después de utilizarla (-20°C). 
6. Incubar la reacción a 25°C durante 18 horas. 
7. Agregar 1ul de la solución de Proteinasa K a cada reacción. Incubar a 
37°C durante 10 minutos. 
8. Transformar células competentes con los productos de cada reacción. 
Los productos de la reacción LR se pueden guardar durante máximo 
una semana a -20°C si así se requiere. Sembrar las colonias 
transformadas en placas de agar LB con 50 ug/ml de kanamicina. 
9. Seleccionar 6 de las colonias y amplificarlas para realizar la extracción 
de DNA por miniprep en 3 ml de medio LB con ampicilina (100ug/ml). 
Durante el momento de la amplificación, sembrar masivamente una 
muestra de cada caldo de cultivo en placas de agar LB con cloranfenicol 
(30 ug/ml). Al siguiente día se escogen los verdaderos recombinantes, 
que son aquellos que crecen en el medio con ampicilina pero no son 
capaces de crecer en el medio con cloranfenicol. 
10. Extraer el DNA de las bacterias transformadas que no crecieron en las 
placas con cloranfenicol para obtener el vector de expresión para cada 
uno de los plásmidos. 
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11. Comprobar la eficiencia de la extracción por medio de electroforesis en 
gel de agarosa y confirmar el tamaño del vector de expresión esperado. 
Para el pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg control Entry Vector plasmid, 
el fragmento entre los sitios attL1 y attL2 es de 996 pb. En el vector pT-
Rex-DEST30 Vector, el segmento entre los sitios attR1 y attR2 es de 
1580 pb; por lo tanto, el tamaño esperado del vector de expresión es de 
(7544-1580+996) = 6960pb. Confirmar la identidad del plásmido por 
digestión con la enzima BamHI; la cual da como resultado 3 fragmentos 
de 3481, 2965 y 840 pb; la digestión del pT-Rex-DEST30 Vector con la 
misma enzima genera cuatro fragmentos de tamaño 3482, 3131, 703 y 
229 pb. La electroforesis se realiza en un gel de agarosa al 1,5%. 
El análisis para el pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR LMNA-Control Entry 
Vector plasmid es exactamente el mismo. 
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A.1.6. TRANSFECCIÓN DE MONOCITOS U937 Y U937-TR+ EN SUSPENSIÓN 
MEDIANTE EL MÉTODO DE LÍPIDOS CATIÓNICOS (LIPOFECTAMINE 2000). 
 
MATERIALES 
 
 Células U937 en fase exponencial 
 Medio RPMI completo sin antibiótico (SFB 10%) 
 Medio RPMI completo con penicilina-estreptomicina (100U-100 ug/ml) 
 Medio RPMI completo con blasticidina (5 ug/ml) 
 DNA plasmídico de alta calidad 
 Medio libre de suero Opti-MEM 
 Lipofectamine 2000 
 Cajas de cultivo celular de 6 pozos 
 Tubos de 15 ml para centrífuga 
 Incubadora a 37°C y 5% CO2 
 Cabina de flujo laminar (BSL-2) 
 
PRECAUCIONES 
 
Los parámetros críticos en este tipo de transfección son el número de células, la 
concentración de DNA y la razón DNA/lípidos catiónicos. 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Sembrar células U937 o U937-TR+ en 2 ml de medio completo SIN 
ANTIBIÓTICO el día anterior de la transfección, a una concentración 
mínima de 1,9 * 105 células/ml por cada pozo de una placa de cultivo de 
6 pozos. Incubar toda la noche a 37°C y 5% CO2. 
 
NOTA 1. Se hicieron ensayos de transfección utilizando una densidad de células 
mayor (1,0 * 106 células/ml), pero no se observó un aumento en la eficiencia del 
método. 
 
2. Preparar los complejos Lipofectamina 2000-OptiMEM (volumen final: 
250 ul) y DNA-OptiMEM (volumen final 250 ul). Según las condiciones 
estandarizadas,  se debe utilizar 4 ug de DNA en una relación 1:2 (v/v), 
entre el DNA y los lípidos catiónicos. A manera de ejemplo se 
proporcionan los cálculos utilizados en la primera transfección de las 
células U937 con el plásmido pcDNA-6TR. 
 
Volumen de 
OptiMEM (ul) 
Volumen stock 
DNA pcDNA-6TR 
(194ng/ul) (ul) 
Volumen de 
OptiMEM (ul) 
Volumen de 
Lipofectamina 
2000 (ul) 
229,4 20,6 242 8 
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3. Luego de incubar la mezcla de OptiMEM con Lipofectamina durante 5 
minutos (no más de 25 minutos), mezclar el DNA-OptiMEM con la 
Lipofectamina 2000-OptiMEM. 
4. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir que se 
formen los complejos entre el DNA y los lípidos. Los complejos son 
estables durante 6 horas a temperatura ambiente. 
5. Agregar los complejos de DNA – lipofectamina (500 ul) al pozo con las 
células y mezclar suavemente, moviendo la placa de adelante hacia 
atrás. 
6. Incubar por 6 horas a 37°C y 5% de CO2. 
7. Reemplazar el medio de cultivo por medio completo fresco con 
penicilina-estreptomicina (100 U – 100 ug/ml). Transferir las células a 
una nueva placa e incubar durante 48 horas. 
8. Reemplazar el medio de cultivo por medio selectivo; en este caso, el 
marcador de selección para el plásmido pcDNA-6TR es la resistencia a 
blasticidina, por lo cual, se deben mantener las células en medio RPMI 
completo con este antibiótico. 
 
NOTA 2: En el caso de haber transfectado células U937-TR+ con los 
constructos de expresión que llevan insertado el gen resistencia a 
Geneticina, el medio selectivo debe contener tanto blasticidina  (5 ug/ml) 
como Geneticina (750 ug/ml) 
 
9. Determinar la densidad y la viabilidad del cultivo regularmente. 
Reemplazar el medio selectivo cada 3 días y mantener el cultivo en un 
volumen de 2 ml en las placas de cultivo, hasta que alcance una 
concentración superior a 4 * 105 células/ml. Una vez se alcance esta 
densidad, se pueden transferir a cajas de 25 mm2 y amplificar el cultivo 
para su criopreservación y utilización en los demás experimentos. 
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A.1.7. TRANSFECCIÓN DE MONOCITOS U937 Y U937-TR+ EN SUSPENSIÓN 
MEDIANTE EL MÉTODO DE PRECIPITACIÓN CON CLORURO DE CALCIO 
 
MATERIALES: 
 
 Células U937 en fase exponencial 
 Medio RPMI completo (SFB 10%) 
 DNA plasmídico de alta calidad (TR-6) 
 CaCl2 2,5M 
 2X HEPES-buffered saline (HeBS) 
 PBS 1X pH 7,4 estéril 
 Cajas de cultivo celular de 6 pozos 
 Tubos de 15 ml para centrífuga 
 Incubadora a 37°C y 5% CO2 
 Pipetas Pasteur 
 Micropipetas 
 Pipeteador mecánico 
 
Esquema del diseño experimental: 
 
PLACA #1 
 
Simulacro de 
Transfección 
0,6μg DNA 1,25 μg DNA 
2,5 μg DNA 5μg DNA 10μg DNA 
 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Sembrar las células U937 el día anterior a la transfección a una 
concentración de 1.9 x 105/ml, 2ml por pozo de placa de 6 pozos. Cultivar 
toda la noche a 37°C, 5% CO2. 
2. Adicionar penicilina-estreptomicina (100U-100 ug/ml) a cada pozo. Esto se 
realiza para controlar cualquier posible contaminación por causa del DNA 
que no es estéril. 
3. Resuspender el DNA hasta completar 90 ul de agua estéril y agregar 10 ul 
de CaCl2 2,5M estéril. La cantidad de DNA óptima para la transfección varía 
según la línea celular, y puede estar entre 2 ug y 10 ug de DNA para una 
caja de 35mm de diámetro. En este caso se evaluaron 5 concentraciones 
de DNA (0,6 – 10 ug). Preparar las mezclas correspondientes de DNA más 
agua estéril y CaCl2 2.5M de acuerdo con la siguiente tabla (para el stock 
de pcDNATR-6 de 194 ug/ul): 
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Cantidad de DNA 
deseada (μg) 
Volumen de ADDI 
Estéril (μl) 
Volumen de Stock 
de DNA 
pcDNATR-6 (μl) 
Volumen de Stock 
CaCl2 2,5M (μl) 
0 90 0 10 
0,6 86,9 3,1 10 
2,5 83,6 6,4 10 
0,8 77,1 12,9 10 
5 64,2 25,8 10 
10 38,4 51,6 10 
 
4. Adicionar 100 ul de 2XHeBS a cada tubo con DNA, mezclando por pipeteo. 
5. Dejar en reposo durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
6. Dispensar con micropipeta los complejos de DNA precipitados en cada 
pozo y agitar suavemente para mezclar el precipitado y el medio. 
7. Incubar las células 16 horas bajo condiciones estándar de cultivo. 
8. Cambiar el medio por medio completo fresco con penicilina-estreptomicina 
y sembrar las células en una placa de 6 pozos nueva. Incubar 24 horas 
más. 
9. Cambiar las células a medio selectivo con blasticidina (o el antibiótico 
marcador de selección que corresponda al plásmido utilizado en la 
transfección) en una placa de 6 pozos nueva (2 ml por pozo). 
10. Determinar densidad y viabilidad del cultivo periódicamente. Cambiar el 
medio cada 3-4 días. 
 
 
PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN HeBS 2X (HEPES-buffered saline) (NaCl 
0,28 M, HEPES 0,05M, Na2HPO4 1,5 mM). 
 
1. Disolver en 800 ml de agua desionizada: 
16,4 g de NaCl 
11,9 g HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N´-2-ethanesulfonic acid) 
0,21 g de Na2HPO4 
2. Ajustar el pH a 7,05 con NaOH 
3. Agregar agua desionizada para completar 1 litro. 
4. Almacenar en alícuotas a -20°C. 
 
NOTA: El rango de pH para una transfección eficiente es estrecho; no puede estar 
por fuera del rango de 7,05 a 7,12. 
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A.1.8. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA TOTAL DE CÉLULAS U937 Y U937-TR+ 
EN SUSPENSIÓN PARA DOT BLOT Y WESTERN BLOT 
 
MATERIALES 
 
 Cultivo celular U937 o U937-TR+ en fase exponencial 
 Buffer de carga SDS-PAGE 2X 
 Jeringa de tuberculina con aguja calibre 21. 
 Hielo 
 Viales de 1,5 ml 
 Microcentrífuga 
 Cabina de flujo laminar 
 
PRECAUCIONES 
 
Para el pase del extracto celular por jeringa, debe utilizarse una aguja de calibre 
21. Una aguja de calibre inferior se tapona y no permite la homogenización de la 
mezcla. El extracto debe mantenerse en hielo durante el procedimiento para evitar 
la degradación de las proteínas. 
 
PROCEDIMIENTO 
 
Mediante este método se puede obtener un extracto de proteína total para su 
utilización en ensayos de inmunodetección tales como Western Blot o Dot Blot. A 
grandes rasgos, el método consiste en lavar las células con PBS en un par de 
ocasiones y mezclarlas con buffer de carga para SDS-PAGE (2X) caliente. Luego 
se rompe el DNA y se hierve la muestra por 5 minutos antes de remover la 
fracción no soluble de proteína mediante centrifugación. El procedimiento debe 
hacerse bajo condiciones de esterilidad (Cabina de flujo laminar BSL-2). 
 
1. Verificar la concentración celular del cultivo del cuál desea hacer la 
extracción. El cultivo debe estar en fase exponencial de crecimiento a 
menos que las células estén sometidas a un tratamiento que requiera de 
otra fase de cultivo. 
2. Lavar las células en 5ml de PBS mediante centrifugación a 150 g, 4°C 
durante 10 minutos. Repetir el lavado 
3. Mezclar el pellet con 1ml de PBS y transferir la suspensión celular a un vial 
de 1.5ml. Centrifugar a 150g, 4°C durante 10 minutos. 
4. Preparar un volumen suficiente de buffer de carga para SDS-PAGE 2X, 
para la lisis del número de células que desee procesar, precalentándolo por 
5 minutos a 100°C. Utilizar tapas de seguridad en los viales que contienen 
el buffer de carga y tener cuidado al destaparlos, pues éstos acumularán 
presión durante la incubación a 100°C. Según el conteo establecido en el 
primer paso, por cada 1*106 células U937, utilizar 100 ul de buffer SDS-
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PAGE caliente para extraer las proteínas. No es conveniente utilizar 
volúmenes de buffer SDS-PAGE 2X, menores a 100µl. Se busca obtener un 
extracto de proteínas totales de una concentración aproximada de 5ug/ul. 
5. Remover el sobrenadante y aflojar cuidadosamente el pellet mediante 
golpes laterales suaves al vial. 
6. Utilizar una punta de micropipeta recortada para tener una boca ancha para 
adicionar 100µl de Buffer SDS-PAGE caliente (100°C) al pellet celular y 
mezclar mediante pipeteo. Es posible que la muestra adquiera 
características de gel. Colocar la muestra sobre hielo. 
7. Romper el DNA de la muestra mediante pase repetido (12 veces) de la 
mezcla por una jeringa de tuberculina con aguja de calibre 21. Es posible 
que se genere algo de espuma, pero hay que tratar de evitarla. 
8. Incubar la muestra en baño maría a 100°C durante 10 minutos y transferir 
de nuevo el vial a hielo. 
9. Centrifugar a 10000g durante 10 minutos a 4°C. 
10. Transferir el sobrenadante a viales de 1,5ml apropiadamente marcados. 
Mantener las muestras en todo momento en hielo.  
11. Medir la concentración de proteína mediante el método de Bradford, 
teniendo en cuenta que debe adicionar el volumen apropiado de Buffer 
SDS-PAGE 2X a los estándares. 
12. Almacenar las muestras a -70°C hasta su utilización en WB o Dot-Blot. 
  
PREPARACIÓN DEL BUFFER DE CARGA SDS-PAGE 3X (Tris-Cl 0,15M pH 
6,8; DTT 0,3 M, SDS 6%, Azul de bromofenol 0,3%, Glicerol 60%) 
 
Reactivo 
Peso 
molecular 
(g/mol) 
Peso (g) o volumen 
(ml) para 50 ml 
Tris base 121,14 0,91g 
DTT 154,25 2,315g 
SDS - 3g 
Glicerol  30 ml 
Azul de bromofenol - 0,15g 
 
Almacenar en alícuotas de 1 ml a -80°C o -20°C. Es mejor preparar un 
buffer de muestra 3X, ya que el buffer 6X es demasiado viscoso y se 
dificulta su manipulación.  Si se desea evitar la separación de las 
subunidades proteicas, se omite agregar los agentes reductores como el 
DTT o el 2 beta mercaptoetanol y en su lugar se agrega yodoacetamida a 
una concentración final de 10 mM para prevenir la ruptura de los puentes 
disulfuro. 
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